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Zusammenfassung
Das Immunsystem ist ein dezentralisiertes Organ, dessen zelluläre Bestandteile dazu in
der Lage sein müssen, ihre Aufenthaltsorte innerhalb des Körpers rasch zu verändern, um
effektive Immunantworten zu gewährleisten. So sind Immunzellen auf die Durchschrei-
tung verschiedenster Gewebetypen spezialisiert, welche sich nicht nur in ihrer Komposi-
tion und Architektur deutlich voneinander unterscheiden, sondern auch gänzlich unter-
schiedliche physikalische Eigenschaften mit sich bringen können. Beispielsweise müssen
Leukozyten zum einen unter dem Einfluss starker Scherkräfte an einer 2-dimensionalen
endothelialen Oberfläche aus Blutgefäßen austreten, bewegen sich zum anderen aber auch
durch das Interstitium, komplett eingebettet in Bestandteile der extrazellulären Matrix.
Während manche Situationen wie die Extravasation aus Blutgefäßen eine starke Adhäsi-
on der Leukozyten erfordern, können andere Prozesse, wie die Bewegung durch räumlich
beengende 3-dimensionale Umgebungen, auch ohne eine Adhäsion der Zellen stattfinden.
Dementsprechend sind die meisten Immunzellen dazu in der Lage, ihre Adhäsionsfähig-
keit schnell und präzise zu modulieren, was durch die Regulation der Aktivität ihrer
wichtigsten Adhäsionsmoleküle gewährleistet wird, der Integrine.
Durch die Anwendung einer ganzen Reihe unterschiedlicher molekularbiologischer, zell-
biologischer, biochemischer und funktionaler Methoden konnte in der hier vorliegenden
Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass die große GTPase Dynamin2, welche bisher
primär im Kontext der Endozytose und anderen Prozessen der Membrandynamik unter-
sucht wurde, ein essentieller Regulator der Integrin-vermittelten Adhäsion und Migrati-
on humaner Lymphozyten ist. Als Modellsystem wurden vorzugsweise humane primäre
CD4+ T-Zellen, teilweise aber auch Jurkat E6.1 T-Lymphozyten verwendet. Die Funktion
von Dynamin2 wurde gestört, indem entweder die GTPase-Aktivität des Enzyms durch
die Zugabe unterschiedlicher chemischer Inhibitoren blockiert oder die Expression der
großen GTPase mit Hilfe siRNA-vermittelter RNA-Interferenz herunterreguliert wurde.
Dies führte jeweils zu einer starken Reduzierung der Integrin-vermittelten Adhäsion und
Migration der T-Lymphozyten in vitro. Interessanterweise konnte dieser Phänotyp jedoch
nicht beobachtet werden, wenn mit Dynamin2-unabhängigen Inhibitoren der Endozyto-
se, des vesikulären Transports oder der F-Aktin-Polymerisierung gearbeitet wurde, was
den Einfluss der großen GTPase auf die Integrin-vermittelte Adhäsion von Lymphozyten
von diesen Prozessen abgrenzt.
vi
Während grundlegende Signaltransduktionsprozesse in Lymphozyten ohne funktionel-
lem Dynamin2 weiterhin ungestört ablaufen konnten, wurde in diesen Zellen jedoch ein
spezifischer Effekt auf die kleine GTPase Rap1 beobachtet, einem bekannten Regulator
von Integrinen, welcher nicht mehr effektiv aktiviert werden konnte. Zudem stellte die
Überexpression aktivierter Rap1a-eGFP-Fusionsproteine die Integrin-vermittelte Adhä-
sion humaner CD4+ T-Zellen, welche mit einem Dynamin2-Inhibitor versetzt worden wa-
ren, wieder her, was eindeutig zeigt, dass Dynamin2 die Adhäsion dieser Zellen durch die
Aktivierung von Rap1 reguliert. Dynamin2 konnte außerdem in Signaltransduktionskom-
plexen an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen beobachtet werden, in denen
ebenfalls die aktivierten Tyrosinkinasen FAK, Pyk2, Kinasen der Src-Familie sowie Rap-
GEF1 zu finden waren. Die Aktivierung von FAK und Pyk2, welche eine Grundvoraus-
setzung für die Bildung dieser Signalkomplexe darstellt, war abhängig von funktionellem
Dynamin2, ebenso wie die Aktivierung von RapGEF1, einem wichtigen Guaninnukleotid-
Austauschfaktor von Rap1, welcher durch Kinasen der Src-Familie aktiviert wird. Dies
lässt die Vermutung zu, dass Dynamin2 durch die Organisation von Signalkomplexen
die Aktivierung von Rap1 in einer FAK/Pyk2- und RapGEF1-abhängigen Weise regu-
liert und somit die Integrin-vermittelte Adhäsion humaner T-Lymphozyten stark beein-
flusst.
Integrine können auf unterschiedliche Weise in ihrer Aktivität moduliert werden. Zum
einen durch die Regulation der Affinität für ihre Liganden, was durch Konformationsän-
derungen der einzelnen Integrin-Moleküle erreicht wird, zum anderen aber auch durch
die Valenz der Integrine, also ihrem Clustering. Die kleine GTPase Rap1 wurde bereits
in beiden Mechanismen der Integrin-Aktivierung impliziert. Überraschenderweise konn-
te in der vorliegenden Arbeit jedoch kein Einfluss von Dynamin2 auf die Ausbildung
von Integrin-Epitopen mit hoher Affinität für ihre Liganden beobachtet werden, wäh-
rend die Inhibition der GTPase-Aktivität von Dynamin2 zu einem massiven Verlust von
Integrin-Clustern vor und nach der Aktivierung von T-Zellen führte. Dies spricht für eine
spezifische Rolle von Dynamin2 in der Valenzregulation von Integrinen.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte Dynamin2 somit als neuer Regulator der
Integrin-vermittelten Adhäsion und Migration humaner T-Lymphozyten beschrieben wer-
den, wobei sich die große GTPase auf diesen Prozess über die Organisation der RapGEF1-
abhängigen Aktivierung der kleinen GTPase Rap1 auswirkt. Interessanterweise nimmt
Dynamin2 dabei spezifischen Einfluss auf die Integrin-Valenz, wirkt sich jedoch nicht auf
die Affinität von Integrinen für ihre Liganden aus. Dies lässt Dynamin2 eine Schlüssel-
position bei der Differenzierung von Regulationsmechanismen der Integrin-Affinität und
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1.1 Die T-Zelle und ihre Rolle im Immunsystem
1.1.1 Das Immunsystem der Wirbeltiere
Das Immunsystem von Vertebraten, dessen wichtigste Funktion es ist, den Körper vor in-
fektiösen Pathogenen zu beschützen, kann als dezentralisiertes Organ beschrieben werden,
welches vorwiegend aus einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen besteht. Diese soge-
nannten Leukozyten tragen durch ihre individuellen Fähigkeiten auf sehr unterschiedliche
Art und Weise zu den entsprechenden Immunantworten bei, wobei zwischen angebore-
ner und adaptiver Immunantwort unterschieden wird [1]. Das phylogenetisch wesentlich
ältere angeborene Immunsystem basiert primär auf sogenannten Mustererkennungsre-
zeptoren, die vor allem auf der Zelloberfläche exprimiert oder intrazellulär, aber auch
löslich im Extrazellularraum zum Einsatz kommen. Diese Rezeptoren können Pathoge-
ne anhand weit verbreiteter und evolutiv konservierter Bestandteile, wie beispielsweise
Lipopolysaccharid (LPS), erkennen. Die Folge ist eine sehr schnelle, aber relativ unspe-
zifische Immunantwort [2]. Sehr spezifisch agiert hingegen das adaptive Immunsystem,
welches primär aus B- und T-Lymphozyten besteht. Auf Grund der somatischen Mu-
tation, einem genetischen Umlagerungsprozess während der Lymphozytenentwicklung,
haben die entsprechenden Antigenrezeptoren, also B- und T-Zell-Rezeptoren, eine sehr
hohe genetische Variabilität [3]. Dies führt zu der Entstehung eines beträchtlichen Reper-
toires an Lymphozyten unterschiedlicher und einzigartiger Antigenspezifität, welche sich
nach ihrer erfolgreichen Antigen-vermittelten Aktivierung durch klonale Expansion mas-
siv vermehren und in Effektorzellen differenzieren können. Eine sehr spezifische adaptive
Immunatwort ist die Folge, welche jedoch erst 5-7 Tage nach der angeborenen Immun-
antwort eintritt. Bei einer Sekundärinfektion mit einem identischen Erreger wird diese
Verzögerung jedoch durch den Aufbau eines immunologischen Gedächtnisses in Form von
Gedächtniszellen stark verkürzt und optimiert [1]. Die adaptive Immunantwort beinhal-
tet zum einen eine humorale, zum anderen eine zelluläre Immunantwort. Die humorale
Immunantwort wird durch Effektor-B-Zellen (Plasmazellen) vermittelt, die große Mengen
an löslichen Antikörpern sezernieren, welche die gleiche Antigenspezifität haben wie der
B-Zell-Rezeptor, mit dem die entsprechende Plasmazelle ursprünglich aktiviert wurde.
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Die sezernierten Antikörper binden und vernetzen ihre spezifischen Antigene, was bei-
spielsweise zu einer Präzipitation löslicher Toxine oder einer Agglutination pathogener
Organismen führt und diese für die Phagozytose durch Makrophagen targetiert [4].
1.1.2 Die T-Zelle und ihre Funktionen
Ebenfalls involviert in das Einleiten der humoralen, jedoch auch Hauptbestandteil der zel-
lulären Immunantwort, sind die T-Zellen, welche ihren Namen auf Grund ihrer Reifung
und Selektion innerhalb des Thymus tragen. T-Zellen werden in zwei unterschiedliche
Gruppen gegliedert, CD4+ und CD8+ T-Zellen. CD8+ T-Zellen differenzieren nach ih-
rer Aktivierung hauptsächlich zu zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs), welche lokale
Entzündungsreaktionen durch das Szernieren von Zytokinen wie TNF-α oder IFN-γ vor-
antreiben sowie infizierte, entartete oder fremdartige Zellen durch die gerichtete Sekretion
von Perforinen oder Granzymen abtöten. Sie sind der Hauptbestandteil der zellulären ad-
aptiven Immunantwort [5]. Im Gegensatz dazu differenzieren CD4+ T-Lymphozyten nach
ihrer Aktivierung primär zu sogenannten T-Helferzellen, wobei abhängig von der Zytokin-
Umgebung und der Stärke der Aktivierung unterschiedliche Subtypen von Effektor-T-
Helferzellen entstehen können, die wiederum individuell auf das die Immunantwort aus-
lösende Pathogen zugeschnitten sind. Die Funktionen unterschiedlicher T-Helferzellen
umfassen unter anderem die direkte Interaktion mit und die Aktivierung von B-Zellen,
was die humorale Immunantwort einleitet und verstärkt (TH2-Lymphozyten), sowie die
Unterstützung der zellulären adaptiven Immunatwort und die Kontrolle von Zellen des
angeborenen Immunsystems (TH1-Lymphozyten). Zudem überwachen regulatorische T-
Zellen die Intensität sowie Dauer der entsprechenden Immunantwort [6].
1.1.3 Eine zielgerichtete Migration sowie die dynamische Rezirkulation
von Leukozyten sind essentielle Grundlagen für das Immunsystem
Wie bereits erwähnt, handelt es sich bei dem Immunsystem um ein dezentralisiertes
Organ, dessen Bestandteile über den ganzen Körper verteilt sind. Ein funktionelles Im-
munsystem hängt jedoch von einem schnellen und direkten Eingreifen von Immunzellen
des angeborenen Immunsystems am Ort der Infektion sowie von der direkten Kommuni-
kation zwischen verschiedenen Immunzelltypen ab. Das bedeutet, dass bestimmte Leu-
kozyten zu gegebener Zeit an bestimmte Orte innerhalb des Körpers wandern müssen.
Aus diesem Grund zirkulieren beispielsweise ruhende T-Zellen, auch unter homöostati-
schen Bedingungen, ständig zwischen peripherem Blut und sekundären lymphatischen
Organen wie Lymphknoten oder Milz, auf der Suche nach dem passenden, spezifischen
Antigen ([7], Abbildung 1.1). Um diesen Prozess zu gewährleisten, müssen Immunzellen
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in der Lage sein, schnell und wirksam ihr Adhäsions- und Migrationsverhalten der ent-
sprechenden Umgebung anzupassen. Um aus dem Blut in Lymphknoten einzuwandern,
müssen ruhende Lymphozyten beispielsweise in hochendothelialen Venolen (HEVs) an
die das Gefäß auskleidenden kubisch gefomten Endothelzellen binden und anschließend
aktiv durch die Gefäßwand migrieren, während sie an anderen Stellen im Blutkreislauf in
ihrem Adhäsions- und Migrationsverhalten passiv bleiben müssen [8]. Im Lymphknoten
angekommen, müssen die T-Zellen ihre Motilität aufrechterhalten, um die vielen ver-
schiedenen Antigene, welche auf professionellen Antigen-präsentierenden Zellen (APCs)
wie dendritischen Zellen präsentiert werden, zu scannen. Treffen sie dann auf eine APC
mit dem zu ihrem T-Zell-Rezeptor (TCR) passenden Antigen, adhärieren sie wiederum




















Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Dynamik von Leukozyten am Beispiel von den-
dritischen Zellen und T-Lymphozyten. Ruhende T-Zellen zirkulieren zwischen dem
Blutkreislauf und sekundären lymphatischen Organen auf der Suche nach dem passen-
den Antigen. Unreife dendritische Zellen durchlaufen nach der Begegnung mit einem Pa-
thogen einen Reifungsprozess und wandern von der Peripherie in ableitende sekundäre
Lymphorgane, um die aufgenommenen und prozessierten Antigene gegenüber T-Zellen zu
präsentieren. Nach einer erfolgreichen Antigen-spezifischen Begegnung einer APC und ei-
ner T-Zelle erfolgt die klonale Expansion der T-Zelle, wobei schließlich Effektor-T-Zellen
über den Blutstrom zum Herd der Infektion wandern, um diese vor Ort zu bekämpfen.
Abbildung erstellt nach Gong, Linderman & Kirschner, 2014 [10].
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Zuvor musste jedoch auch die dendritische Zelle erst in den Lymphknoten migrieren. Im
unreifen Zustand patrouillieren diese Zellen in der Peripherie auf der Suche nach ein-
gedrungenen Pathogenen. Sie weisen dabei eine langsame Art der Fortbewegung sowie
eine hohe endozytotische Aktivität auf. Nach ihrer Aktivierung, ausgelöst durch die Be-
gegnung mit einem Pathogen, beginnt die dendritische Zelle dann eine Reifungsprozess,
in dessen Rahmen sie ihre Motilität drastisch erhöht und die Expression von Chemo-
kinrezeptoren induziert, welche sie durch den interstitiellen Extrazellularraum und über
afferente Lymphgefäße in die ableitenden Lymphknoten führen, wo sie ihre aufgenom-
menen, prozessierten Antigene gegenüber T-Lymphozyten präsentieren kann ([11], Ab-
bildung 1.1). Im Anschluss an die klonale Expansion der aktivierten T-Zelle wandern
dann die entstandenen Effektor-T-Zellen über efferente Lymphgefäße aus dem Lymph-
knoten aus und gelangen über den Ductus thoracicus wieder in den Blutkreislauf. Die
Effektor-T-Lymphozyten müssen nun am aktivierten Endothel nahe der Entzündung aus
den Blutgefäßen austreten, was wiederum eine schnelle Adaption in ihrem Adhäsions-
und Migrationsverhalten, gesteuert durch Signale in ihrer Umgebung, voraussetzt. Nach
der erfolgten Extravasation wandern die Effektor-T-Zellen schließlich zum Herd der Ent-
zündung, wo sie eine spezifische Immunantwort einleiten oder weiter unterstützen und
so für die Beseitigung der Infektion sorgen ([12], Abbildung 1.1).
1.2 Zelladhäsion und -migration von Immunzellen
1.2.1 Zelladhäsion
Unter der Adhäsion (lat. adhaerere - anhaften) von Zellen versteht man einen Prozess,
welcher die Interaktion und das Anhaften von Zellen an Substrate oder andere Zellen
vermittelt. In einem multizellulären Organismus wie dem Menschen ist die Zelladhäsi-
on somit von essentieller Bedeutung, da sie eine wichtige Grundlage für die Entstehung
und Integrität komplexer Gewebe darstellt. Vermittelt wird die Zelladhäsion durch trans-
membrane oder in der Membran verankerte Glykoproteine, welche aus der Zelle heraus-
ragen und als Zelladhäsionsmoleküle bezeichnet werden. Zu den wichtigsten Gruppen
zählen hierbei die Selektine, Cadherine und Integrine [13]. Cadherine, welche primär
Ca2+-abhängige und homophile Bindungen eingehen, vermitteln vorzugsweise Zell-Zell-
Kontakte, was unter anderem sehr wichtig für die Integrität von Epithelien ist [14]. Für
die Adhäsion von Immunzellen spielen Cadherine jedoch nur eine untergeordnete Rol-
le. Die Immunzelladhäsion wird dagegen vorzugsweise von Adhäsionsmolekülen aus der
Familie der Integrine (in geringerem Maße auch von Selektinen) vermittelt. Die meisten
Integrine binden an Bestandteile der extrazellulären Matrix, wie beispielsweise Fibro-
nektin oder Kollagen, und stellen somit Zell-Matrix-Kontakte her. Integrine, welche die
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Fähigkeit besitzen Adhäsionsmoleküle auf der Oberfläche anderer Zellen zu binden, wer-
den dagegen exklusiv auf Immunzellen exprimiert [15].
Die meisten Zelltypen müssen dauerhaft adhärent sein und gehen in einen program-
mierten Zelltod über, falls sie ihre Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Kontakte verlieren und
somit heimatlos werden (Anoikis) [16]. Dieser Prozess zeigt, dass die meisten Zellad-
häsionsmoleküle nicht nur als reine mechanische Anker, sondern auch als Rezeptoren für
extrazelluläre Signale dienen, die sie in das Innere der Zelle weiterleiten [17]. Während
bei den meisten Geweben die Anoikis als Schutzmechanismus vor der Entstehung von
metastasierenden Krebszellen unerlässlich ist und ein Entkommen entarteter Zellen aus
diesem Prozess fatale Folgen haben kann, können Leukozyten auch ohne eine Bindung
über Zelladhäsionsmoleküle und den daraus resultierenden Signalen über längere Zeit
überleben, beispielsweise während ihrer Zirkulation im Blut [18]. In diesem Stadium sind
Immunzellen nicht adhärent. Wie jedoch bereits beschrieben (Abschnitt 1.1.3, Abbildung
1.1), müssen die verschiedenen Immunzelltypen schnell auf äußere Signale reagieren kön-
nen und ihr Adhäsionsverhalten entsprechend anpassen, wie bei der Extravasation aus
Blutgefäßen oder der Formation der immunologischen Synapse.
1.2.2 Zellmigration
Unter der Migration (lat. migrare - wandern) von Zellen versteht man die Lokomotion
von einzelnen Zellen oder ganzen Zellverbänden, also einen aktiven Ortswechsel. Anders
als bei der Zelladhäsion sind jedoch nicht alle Zellen in einem mehrzelligen Organismus
dazu in der Lage effektiv zu migrieren. Immunzellen, deren Aufgaben stark von ihrer
dynamischen Bewegung innerhalb des Körpers abhängig sind, können als professionell
migrierende Zellen angesehen werden. Zellmigratorische Prozesse haben aber auch au-
ßerhalb des Immunsystems wichtige Funktionen, unter anderem bei der Embryogenese
oder Wundheilung. Auch im pathologischen Kontext, zum Beispiel im Zusammenspiel
mit dem Überwinden der Anoikis, spielt die Zellmigration eine wichtige Rolle bei der
Metastasierung von Krebszellen [19].
Die meisten Erkenntnisse über die zellbiologischen Grundlagen der Zellmigration stam-
men von in vitro-Studien an mesenchymal migrierenden Zellen, wie beispielsweise Fibro-
blasten, auf 2-dimensionalen Oberflächen. Während der Zellmigration ist eine räumlich
und zeitlich exakte Regulation von Signalkaskaden und Polarisierungsprozessen von ent-
scheidender Bedeutung, wobei in dem klassischen Modell der Zellmigration ein Zyklus
aus vier unterschiedlichen Schritten beschrieben wird. Dabei ist die Vorwärtsbewegung
der Zelle abhängig von der Polymerisierung des F-Aktin-Zytoskeletts, welches am Vorde-
rende der Zelle Membranprotrusionen wie Lamellipodien oder Filopodien bildet und die
5
1 Einleitung
Zellmembran nach vorne schiebt. Anschließend werden Integrin-basierte Adhäsionskom-
plexe an den neu gebildeten Membranprotrusionen geformt, die mit der Zeit zu großen
Fokaladhäsionen reifen. Die die Adhäsion vermittelnden transmembranen Integrine kop-
peln dadurch das extrazelluläre Substrat an das intrazelluläre Aktin-Zytoskelett, was
durch verschiedene Adaptermoleküle wie beispielsweise Talin, welches Integrine und F-
Aktin verbindet, gewährleistet wird. Der krafterzeugende Apparat innerhalb der Zelle,
das Aktomyosin, erzeugt nun eine Kontraktion der Zelle, die durch die Integrine auf das
extrazelluläre Substrat übertragen werden kann. Dadurch zieht die Zelle sich an dem
Substrat entlang. Schließlich kommt es am Hinterende der Zelle zu einer De-Adhäsion
und die Zelle bewegt sich vorwärts [20].
1.2.3 Zellmigration von Leukozyten
Im Bereich der Zellmigration gibt es große Unterschiede zwischen Immunzellen und den
meisten anderen Zelltypen. Während das klassische Modell der Zellmigration auf die
meisten Zellen zutrifft, welche auf 2-dimensionalen Oberflächen migrieren, konnte mitt-
lerweile gezeigt werden, dass abhängig von Zelltyp, Proteom und Umgebung auch an-
dere Migrationsmodi angewendet werden können. Insbesondere Immunzellen, welche in
vivo Gewebe unterschiedlichster Architektur durchqueren müssen, sind extrem anpas-
sungsfähig und nicht immer auf das klassische Zusammenspiel aus Protrusion, Adhäsion,
Kontraktion und De-Adhäsion angewiesen [21]. Immunzellen verwenden den sogenann-
ten amöboiden Migrationsmechanismus, welcher im Vergleich zu der mesenchymalen
Migration wesentlich schneller ist (bis zu 30 µm/min), nicht auf der Verwendung von
großen Fokaladhäsionen beruht und die Gewebe-Integrität schont [22]. Zudem konnte
gezeigt werden, dass Leukozyten innerhalb von komplexen und räumlich beengenden 3-
dimensionalen Umgebungen, wie dem Interstitium in vivo oder einem Kollagen-Gel in
vitro, sogar ganz ohne den Einsatz von Integrinen weiterhin effektiv migrieren können
[23, 24, 25]. Die fehlende Adhäsion der Leukozyten kann dabei schlicht durch eine erhöh-
te F-Aktin-Polymerisierung ausgeglichen werden [26]. Ein weiteres Charakteristikum der
amöboiden Migration von Immunzellen ist deren, wie der Name schon sagt (griechisch
amoibe - Wechsel), ständige Veränderung ihrer Morphologie, wobei am Vorderende F-
Aktin-basierte Pseudopodien und am Hinterende ein sogenannter Uropod ausgebildet
werden [27]. Immunzellen müssen im Körper schnell und gezielt migrieren, was durch
sogenannte Chemokine gesteuert wird, die über an heterotrimere G-Proteine gekoppelte
transmembrane Chemokinrezeptoren auf die reagierenden Leukozyten wirken. Migrieren
Leukozyten entlang eines löslichen Chemokingradienten, welcher sie an gewünschte Or-
te innerhalb der Körpers lenkt, wird dies als Chemotaxis bezeichnet. Die Chemokinese
hingegen beschreibt die durch uniform vorhandene Chemokine induzierte Migration von
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Zellen, welche auf Grund des fehlenden Gradienten jedoch ungerichtet ist und schlicht
die Motilität der Zelle erhöht [28].
1.2.4 Extravasation von Leukozyten
Die Extravasation von Leukozyten ist ein gutes Beispiel für einen Prozess, bei dem ein gut
koordiniertes Zusammenspiel aus Adhäsion und Migration erforderlich ist. Zudem wird
dabei auch verdeutlicht, wie schnell Immunzellen von einem nicht-adhäsiven Zustand
in einen Zustand stabiler Adhäsion wechseln können. Wie bereits erwähnt, findet die
Extravasation von Leukozyten während unterschiedlicher physiologischer Prozesse statt.
Einerseits wandern ruhende Lymphozyten über hochendotheliale Venolen (HEVs) aus
dem Blut in sekundäre lymphatische Organe aus, um diese nach einer APC mit passen-
dem Antigen zu durchsuchen. Andererseits findet die Extravasation jedoch auch im Rah-
men einer Entzündung statt, wenn Zellen des angeborenen Immunsystems oder Effektor-
Lymphozyten an einem aktivierten Endothel den Blutkreislauf verlassen und zum Ort
der Infektion migrieren, um diese effektiv zu bekämpfen. Erste Interaktionen zwischen
den im Blut befindlichen Leukozyten und den die Gefäße auskleidenden Endothelzel-
len werden dabei von Selektinen (auf Endothelzellen exprimiert) und ihren Liganden,
beispielsweise PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1, auf Leukozyten exprimiert),
vermittelt [29]. Dies führt zu einem Einfangen der Leukozyten und einer Annäherung
der beiden Zelltypen. Da immernoch vom Blutstrom mitgerissen, rollen die Leukozy-
ten anschließend auf der Oberfläche der Endothelzellen entlang, was dazu führt, dass
sie Chemokine, welche dort präsentiert werden, über entsprechende Chemokinrezeptoren
wahrnehmen können. Die Aktivierung von Integrinen ist die Folge, welche für eine sta-
bile Anhaftung der Immunzelle sorgt, die wiederum in einer festen Adhäsion resultiert.
Wichtig für diesen Prozess sind vor allem die auf den Leukozyten exprimierten Integrine
LFA-1 (Leukocyte Function-associated Antigen 1 ) und VLA-4 (Very Late Antigen 4 ),
die ihre Liganden ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule 1 ) und VCAM-1 (Vascular
Cell Adhesion Molecule 1 ), entsprechende Zelladhäsionsmoleküle der Immunglobulin-
Superfamilie, auf der Oberfläche von Endothelzellen binden [30]. Schließlich kommt es
zu einer Stärkung der Bindung durch intrazelluläre Signalkaskaden, welche unter an-
derem über Tyrosinkinasen der Src-Familie vermittelt werden. Das F-Aktin-Zytoskelett
wird zudem mit Hilfe kleiner Rho-GTPasen wie Rac1 umstrukturiert und die Zelle be-
ginnt, auf der Oberfläche der Endothelzellen entlangzukriechen und diese zu scannen.
Den passenden Ort gefunden, startet die Immunzelle die transendotheliale Migration,
welche auch als Diapedese bezeichnet wird. Diese kann parazellulär, also zwischen den
einzelnen Endothelzellen, aber auch transzellulär, also durch die entsprechenden Endo-















Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Leukozyten-Extravasation aus Blutgefäßen. Bei
der Extravasation von Immunzellen handelt es sich um einen komplexen und mehrstu-
figen Prozess. Erste Interaktionen zwischen Leukozyten und Immunzellen werden über
Selektine und ihre Liganden vermittelt, was in einem Einfangen der Immunzellen an der
Endothelzellschicht resultiert. Das Entlangrollen der Leukozyten auf den Endothelzellen
führt schließlich zu einer Chemokin-induzierten Aktivierung von Integrinen und somit
zu einer stabilen Adhäsion. Schließlich kriechen die Immunzellen auf der endothelialen
Oberfläche entlang, bis die transendotheliale Migration erfolgt, welche parazellulär oder
transzellulär ausgeführt werden kann. Nachdem die Diapedese durch die Endothelzell-
schicht und die darunter befindliche Basalmembran abgeschlossen ist setzt die Immun-
zelle ihre Migration zu ihrem Bestimmungsort fort. Abbildung erstellt nach Nourshargh,
Hordijk & Sixt, 2010 [8].
wurde, welche aus extrazellulärer Matrix besteht und sich an die Endothelzellschicht
anschließt, migrieren die Immunzellen in den Geweben weiter zu ihren entsprechenden
Bestimmungsorten ([12], Abbildung 1.2).
1.3 Integrine
1.3.1 Funktion und Struktur von Integrinen
Zelladhäsionsmoleküle aus der Familie der Integrine sind glykosylierte, transmembrane
Heterodimere, welche aus einer α- und einer nicht kovalent assoziierten β-Kette bestehen
(Abbildung 1.3). Fast alle Zellen mehrzelliger Organismen exprimieren Integrine, und
selbst in Prokaryoten können homologe Sequenzen zu Integrin-Untereinheiten gefunden
werden. Das frühe Auftreten sowie die Konservierung dieser Moleküle während der Evo-
lution unterstreichen deren Wichtigkeit für biologische Prozesse [31]. So spielen Integrine
unter anderem bei der Aufrechterhaltung von Gewebestrukturen, der Wundheilung, der
Embryogenese aber auch bei effektiven Immunantworten eine essentielle Rolle, wobei die
meisten dieser Funktionen auf die Rolle von Integrinen in der Zelladhäsion und -migration
zurückzuführen sind [32]. In Säugetieren sind mittlerweile 8 verschiedene α- und 18 ver-
schiedene β-Untereinheiten bekannt. Da nicht alle α- und β-Ketten dimerisieren können,
sind bisher nur 24 verschiedene Integrin-Heterodimere beschrieben worden, von denen 7
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Abbildung 1.3: Strukturelle Darstellung eines Integrin-Heterodimers am Beispiel von LFA-
1. Integrine sind heterodimere Transmembran-Proteine welche aus einer α- und einer β-
Untereinheit bestehen. Der Hauptteil des Proteins liegt außerhalb der Zelle, wohingegen
die Transmembran- und die cytoplasmatischen Domänen einen kleineren Teil der Proteine
ausmachen. Abbildung erstellt nach Kinashi, 2005 [33].
Eines dieser Immunzell-spezifischen Integrine ist LFA-1 (Leukocyte Function-associated
Antigen 1, CD11a/CD18, Integrin αLβ2), dessen struktureller Aufbau in Abbildung 1.3
dargestellt ist. LFA-1 wird auf allen Leukozyten exprimiert, wobei dem Protein essenti-
elle Aufgaben in der Vermittlung von angeborener und adaptiver Immunität zukommen.
Die Liganden für LFA-1 sind ICAM-1, -2, -3, -4 und -5, wobei ICAM-1 den wichtigs-
ten Bindungspartner darstellt (InterCellular Adhesion Molecule 1 ). Die 180 kDa große
α-Untereinheit von LFA-1 (CD11a) weist eine I-Domäne am extrazellulären N-Terminus
auf, die nur 9 der 18 Integrin-α-Ketten besitzen. Die I-Domäne von LFA-1 enthält die
sogenannte MIDAS-Domäne (Metal-Ion-Dependent Adhesion Site), welche abhängig von
divalenten Kationen eine Schlüsselposition in der Bindung von LFA-1 an den Liganden
ICAM-1 einnimmt. An die I-Domäne schließt sich eine 7-blättrige β-Propeller-Region an,
gefolgt von drei β-Sandwich-Domänen (Schenkel, Calf-1 und Calf-2) und einer kurzen
Transmembran- sowie einer cytoplasmatischen Domäne. Die 90 kDa große β-Untereinheit
von LFA-1 (CD18) besitzt eine N-terminale I-ähnliche Domäne (welche ebenfalls eine
MIDAS-Domäne enthält), gefolgt von einer Hybrid- und einer PSI-Domäne. Dem schlie-
ßen sich 4 Cystein-reiche Integrin-EGF-ähnliche Wiederholungen sowie ein β-Schweif an.
Ebenso wie die α-Kette weist die β-Kette jeweils eine kurze Transmembran- sowie cy-
toplasmatische Domäne auf, wobei die auf der C-terminalen cytoplasmatischen Domäne
befindliche Sequenz NPXF als Bindestelle für das wichtige Adapterprotein Talin dient
([15, 32, 33], Abbildung 1.3).
9
1 Einleitung
Integrine besitzen eine sogenannte bidirektionale Signalgebung, wobei man hierbei zwi-
schen inside-out und outside-in Signalen unterscheidet. Während die inside-out Signal-
gebung Prozesse umfasst, welche Integrine und damit die Zelladhäsion aktivieren bezie-
hungsweise kontrollieren (Abschnitt 1.3.2), beschreibt die outside-in Signaltransduktion
die Fähigkeit von Integrinen, auch als Signal-gebende Rezeptoren zu dienen und durch
Bindung an ihre entsprechenden Liganden intrazelluläre Signalkaskaden mit weitreichen-
den Folgen zu induzieren [34]. Meist laufen diese Signalkaskaden über die Aktivierung von
Tyrosinkinasen der Src-Familie sowie FAK (Focal Adhesion Kinase) und dessen hämato-
poetischem Homolog Pyk2 (Protein Tyrosine Kinase 2 ) und können großen Einfluss auf
Prozesse wie Zellmigration, Proliferation, Zytokin-Sekretion oder De-Granulation haben
[35].
Wie wichtig Integrine für das Immunsystem sind, wird durch die erbliche Krankheit LAD
(Leukozyten-Adhäsions-Defizienz) deutlich. Patienten, die an dieser autosomal rezessiven
Krankheit leiden, weisen Mutationen in Genen auf, welche beispielsweise die β2-Integrin-
Kette oder den Integrin-Aktivator und -Adapter Kindlin3 codieren. Dies kann zu einer
massiven Adhäsionsdefizienz von Leukozyten führen, welche sich in einer starken Leu-
kozytose und Immundefizienz auswirkt. Patienten sterben meist in jungen Jahren an
starken wiederkehrenden Infektionen, die nicht mehr effektiv bekämpft werden können
[36, 37].
1.3.2 Mechanismen der Integrin-Aktivierung
Wie bereits erwähnt, sind Immunzellen Spezialisten darin, ihre Integrin-vermittelte Ad-
häsion schnell und effektiv an ihre sich stetig verändernden Umgebungen anzupassen.
Besonders fallen hierbei T-Lymphozyten auf, welche im ruhenden Zustand nicht ad-
härente Suspensionszellen sind, nach entsprechender Stimulation aber unmittelbar ihre
Integrine aktivieren und somit feste Adhäsionen auf Integrin-Liganden eingehen kön-
nen. Dieser als inside-out Signalkaskade bezeichnete Prozess kann durch verschiedene
externe Stimuli ausgelöst werden und umfasst komplexe intrazelluläre Signalkaskaden
[38]. So können beispielsweise Chemokine wie CXCL12, welche an ihre auf den Lympho-
zyten exprimierten zugehörigen Chemokinrezeptoren binden (im Falle von CXCL12 ist
das der Rezeptor CXCR4), über heterotrimere G-Proteine entsprechende Signalkaskaden
auslösen, die aktivierend auf Integrine wirken [39, 40]. Auch Signalkaskaden über den
T-Zell-Rezeptor (TCR), nach dessen erfolgreicher Bindung an den passenden Komplex
aus Antigen und MHC-Molekül (Major Histocompatibility Complex ), führen zu einer Ak-
tivierung von Integrinen [41]. In vitro kann dies beispielsweise durch den Einsatz von
aktivierenden monoklonalen Antikörpern gegen Bestandteile des TCRs (z.B. CD3) sowie
gegen dessen co-stimulatorisches Protein CD28 ausgelöst werden. Eine weitere Möglich-
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keit, in einem in vitro Zellkultur-Versuch Integrine zu aktivieren, ist durch die Zugabe des
Diacylglycerol-Strukturanalogs PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat). Das Phorbolester
kann dabei direkt durch die Plasmamembran diffundieren und die ProteinkinaseC (PKC)
aktivieren, wobei die sonst initial benötigte Signalgebung durch transmembrane Rezep-
toren wie dem TCR oder Chemokinrezeptoren umgangen wird [35]. Die Aktivierung von
Integrinen kann dabei über zwei unterschiedliche Regulationsmechanismen beeinflusst
werden, welche einerseits die Affinität der einzelnen Integrin-Moleküle für ihre Liganden
und andererseits die Valenz der Integrine auf der Zelloberfläche, also deren Clustering,
kontrollieren ([42], Abbildung 1.4).
Die Affinitätsregulation von Integrinen beschreibt einen Prozess, bei welchem einzelne
Integrin-Moleküle durch Konformationsänderungen die Bindungsaffinität für ihre spezi-
fischen Liganden anpassen. Unterschieden werden hierbei hauptsächlich drei Stadien der
Affinität, welche von niedrig über intermediär bis hoch reichen. Während Integrine mit
niedriger Affinität eine Konformation aufweisen, bei der die N-terminalen Kopfstück-
Regionen der Integrinmoleküle in Richtung der Plasmamembran abgewinkelt sind und
welche gerade einmal 5 nm aus der Membran herausragen, zeichnen sich die Konforma-
tionen intermediärer und hoher Affinität durch ausgestreckte Integrinmoleküle aus, bei
denen die Ligandenbindungsstellen wesentlich besser zugänglich sind und welche 20 bis
25 nm von der Membran abstehen ([33], Abbildung 1.4). Ein Knotenpunkt im Wechsel
zwischen der Konformation niedriger Affinität zu den augestreckten Konformationen ist
die Knieregion der α-Kette (Genu, Abbildung 1.3), welche abgewinkelt oder gestreckt
sein kann. Der Konformationswechsel von intermediärer zu hoher Affinität wird schließ-
lich durch eine Separation der beiden Integrin-Ketten in den Regionen nahe der Plas-
mamembran eingeleitet, welche dann durch die I-ähnliche Domäne der β-Kette auf die
I-Domäne der α-Kette übertragen wird und dort zu einer Abwärtsbewegung der siebten
α-Helix führt, was eine Öffnung des Integrin-Kopfstückes und bessere Zugänglichkeit der
MIDAS-Domäne, also der Liganden-Bindungsstelle, zur Folge hat [43].
Im Gegensatz dazu beschreibt die Valenzregulation der Integrin-Aktivität die räumli-
che Anhäufung von Integrinmolekülen an bestimmten Stellen der Plasmamembran, was
auch als Integrin-Clustering bezeichnet wird. Durch die gezielte Anhäufung der Adhä-
sionsrezeptoren an bestimmten Stellen auf der Plasmamembran können somit starke,
multivalente Bindungen mit Liganden eingegangen werden, was zu einer Induktion oder
Verstärkung der Zelladhäsion führt [44]. Meist beginnend mit kleinen Mikro-Clustern im
nm-Bereich, können Integrin-Cluster zu riesigen Patch-ähnlichen Anhäufungen reifen,
wie beispielsweise im Rahmen der T-Zellaktivierung [33].
Obwohl der Prozess der Integrin-Aktivierung in den letzten Jahrzehnten intensiv er-























Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Affinitäts- sowie Valenzregulation der Integrin-
Aktivität. Grundsätzlich werden zwei verschiedene Mechanismen der Integrin-
Aktivierung unterschieden, die Affinitäts- sowie die Valenzregulation. Die Affinitätsre-
gulation beschreibt eine Konformationsänderung der einzelnen Integrinmoleküle. Eine
abgewinkelte Konformation, bei der die N-terminalen Kopfstück-Regionen der Integrin-
moleküle in Richtung der Plasmamembran gerichtet sind, hat eine schwache Bindungs-
affinität für den entsprechenden Integrin-Liganden und ist bei inaktiven Integrinen vor-
zufinden. Streckt sich das Integrinmolekül von der Plasmamembran ab, ist jedoch noch
geschlossen, spricht man von einer intermediären Bindungsaffinität. Eine hohe Affinität
wird schließlich erst durch eine weitere Konformationsänderung erreicht, bei der sich die
beiden Integrin-Ketten etwas voneinander entfernen und welche daher auch als geöffne-
te Konformation bezeichnet wird. Im Gegensatz dazu beschreibt die Valenzregulation
die räumliche Anhäufung von Integrin-Molekülen auf der Zelloberfläche, was auch als
Clustering bezeichnet wird. Dies gewährleistet multivalente Interaktionen zwischen Inte-
grinen und ihren Liganden. Auch wenn das Integrin-Clustering keine Änderungen in der
Konformation der Integrinmoleküle voraussetzt, ist hier die ausgestreckte Konformation
dargestellt. Abbildung erstellt nach Kinashi, 2005 [33].
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und Valenzregulation nicht genau geklärt und werden immer wieder kontrovers disku-
tiert [45, 46, 47, 48, 49]. Während die Affinitätsregulation von Integrinen mittlerweile
sehr gut verstanden und erforscht ist und eine Vielzahl von zytoplasmatischen Adap-
terproteinen, wie beispielsweise Talin oder die Proteine der Kindlin-Familie robust in
der Regulation der Integrin-Affinität impliziert sind, ist über Mechanismen die Integrin-
Valenzregulation wesentlich weniger bekannt [37, 50]. Interessanterweise wurde jedoch
die kleine GTPase Rap1 (Ras-related Protein 1 ), welche in aktiviertem Zustand ihre
Funktionen über verschiedene Effektoren wie RIAM oder RapL ausführt und somit ein
breites Wirkungsspektrum hat, sowohl in der Regulation der Integrin-Affinität als auch
der Integrin-Valenz beschrieben [51].
1.3.3 Integrin-Aktivierung durch die kleine GTPase Rap1
Rap1 (Ras-related Protein 1 ) ist eine kleine GTPase aus der Superfamilie der Ras-
GTPasen, wobei in Säugetieren zwei verschiedene Isoformen (Rap1a und Rap1b, 95%
Sequenz-Homologie) exprimiert werden, welche in ihren Funktionen teilweise redundant
sind [52]. Generell spielt Rap1 in Leukozyten eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Integrin-vermittelter Adhäsion, Migration und Polarisierung [53, 54, 55]. Dabei wirkt
Rap1, wie alle kleinen GTPasen, als molekularer Schalter in bestimmten Signaltrans-
duktionsprozessen. Ist das Protein an Guanosindiphosphat (GDP) gebunden, befindet
es sich in einem inaktiven Zustand. Wird GDP gegen Guanosintriphosphat (GTP) aus-
getauscht, geht Rap1 in einen aktiven Zustand über und kann mit Hilfe spezifischer
Effektor-Proteine, welche es nur in GTP-assoziiertem Zustand binden kann, Einfluss auf
unterschiedliche zelluläre Prozesse nehmen. Um zwischen aktivem und inaktivem Zustand
zu alternieren, brauchen kleine GTPasen wie Rap1 jedoch Unterstützung von anderen
Proteinen. Sogenannte Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) vermitteln den Aus-
tausch von GDP zu GTP und schalten kleine GTPasen somit an. GTPase-aktivierende
Proteine (GAPs) dagegen aktivieren, wie der Name schon sagt, die GTPase-Aktivität
kleiner GTPasen, wodurch diese das gebundene GTP unter Abspaltung eines Phosphat-
Restes zu GDP hydrolysieren und somit wiederum inaktiviert werden ([56], Abbildung
1.5).
Bekannte GAPs für Rap1 sind beispielsweise Spa-1 sowie Rap1GAP1. Zu den GEFs
für Rap1 zählen unter anderem RapGEF1 (C3G), RapGEF2 (PDZ-GEF1), RapGEF3
(Epac) sowie RasGRP2 (CalDAG-GEF I) [57]. RapGEF1, welches durch Kinasen der Src-
Familie an Tyrosin504 phosphoryliert und dadurch in seiner GEF-Aktivität für Rap1
aktiviert werden kann, war dabei das erste beschriebene GEF für die kleine GTPase
Rap1 [58, 59, 60]. Zudem wurde RapGEF1, welches konstitutiv mit dem Adapter-Protein









Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des Aktivierungszyklus von Rap1. Rap1 kann wie ein
molekularer Schalter in seiner Aktivität an- und ausgeschaltet werden. Dies geschieht,
indem das Enzym zwischen einem GDP- und einem GTP-gebundenen Zustand alterniert.
Ist GDP gebunden, befindet sich Rap1 in einem inaktiven Zustand, durch die Bindung
von GTP wird es aktiviert und wirkt über spezifische Effektorproteine auf zelluläre Pro-
zesse. Kleine GTPasen benötigen jedoch Hilfe, um diesen Zyklus zu durchlaufen. Soge-
nannte Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) vermitteln den Austausch von GDP
zu GTP und schalten das Enzym somit an. GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) sind
die Gegenspieler der GEFs und aktivieren die GTPase-Aktivität der Enzyme, wodurch
diese das gebundene GTP unter Abspaltung eines Phosphat-Restes zu GDP hydrolysie-
ren und somit inaktiviert werden. Abbildung erstellt nach Gloerich & Bos, 2011 [57].
Clustering in T-Lymphozyten impliziert [61].
Wie bereits erwähnt wirken kleine GTPasen in ihrem aktivierten Zustand über eine Viel-
zahl unterschiedlicher Effektor-Proteine, deren Zell-spezifische Expressionsmuster auch
unterschiedliche Wirkungsweisen der Enzyme in verschiedenen Geweben erklären können.
Zu den Rap1-Effektor-Proteinen, welche wichtige Aufgaben in Zellen des hämatopoeti-
schen Systems haben, gehören RapL (Regulator of Adhesion and Polarization enriched
in Lymphocytes), RIAM (Rap1-GTP-Interacting Adapter Molecule), Mst1 (Mammali-
an Ste-20-like Kinase 1 ) und RalGDS (Ral Guanine Nucleotide Dissociation Stimulator)
[62, 63, 64, 65]. Während Rap1 beispielsweise in Epithelzellen auch Cadherin-vermittelte
Zell-Zell-Kontakte reguliert und bei ontogenetischen Prozessen wie der Embryogenese
und Angiogenese eine wichtige Rolle spielt [66], wird die Funktion des Proteins in Zellen
des Immunsystems vor allem mit der Regulation der Integrin-Aktivität in Verbindung
gebracht [67]. Dabei kann Rap1, abhängig von der Interaktion mit unterschiedlichen
Effektor-Proteinen, auf verschiedene Weise Einfluss auf Integrine nehmen ([68], Abbil-
dung 1.6).
RapL ist ein wichtiger Effektor von Rap1 und insbesondere in Lymphozyten, in denen es
stark exprimiert wird, von großer Bedeutung. So konnte gezeigt werden, dass ein Kom-
plex aus Rap1-GTP und RapL die Migration und Adhäsion von Leukozyten durch die
Aktivierung des Integrins LFA-1 reguliert. Besonders stark impliziert wird der Rap1-
GTP-RapL-Komplex dabei in der Regulation der Integrin-Valenz [62, 70]. Zudem konnte
















Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Rap1-vermittelten Integrin-Aktivierung. Rap1-
GTP kann auf verschiedene Weise Einfluss auf die Aktivierung von Integrinen nehmen.
Einerseits kann es als Teil des Rap1-GTP-RapL-Mst1-Komplexes über RapL direkt an
die zytoplasmatische Domäne der Integrin-α-Kette binden, andererseits wurde die Inter-
aktion des Rap1-GTP-RIAM-Komplexes mit dem Integrin-Aktivator Talin1 als Grund-
voraussetzung für die Rekrutierung von Talin1 an die zytoplasmatische Domäne der
β-Integrin-Kette beschrieben. Abbildung erstellt nach Zhang & Wang, 2012 [69].
von LFA-1 nachgewiesen werden [71]. Die Kinase Mst1 kann zusätzlich den Rap1-GTP-
RapL-Komplex binden und somit ebenfalls Einfluss auf Integrin-Clustering sowie Ad-
häsion und Polarisierung von Lymphozyten nehmen ([64], Abbildung 1.6). Neben den
Adapter-Molekülen Talin1 und Kindlin3 wird Rap1 zudem auch eine wichtige Funktion
bei der Regulation der Integrin-Affinität zuteil. Insbesondere für das auf Thrombozyten
stark exprimierte Integrin αIIbβ3 konnte gezeigt werden, dass ein Komplex aus Rap1-GTP
und dessen Effektor RIAM die Rekrutierung des universellen Integrin-Aktivators Talin1
an die zytoplasmatische Domäne der entsprechenden Integrin-β-Untereinheit vermittelt,
was zu einer Integrin-Aktivierung durch entsprechende Konformationsänderungen der
Integrin-Moleküle führt ([72, 73, 74], Abbildung 1.6).
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1.4 Die große GTPase Dynamin2
1.4.1 Die Familie der Dynamin-ähnlichen Proteine
Shpetner et al. entdeckten 1989 ein unbekanntes, 100 kDa großes Enzym, welches mit
Mikrotubuli aus den Gehirnen von Kälbern co-präzipitierte. Sie gaben dem Protein den
Namen Dynamin [75]. Schnell wurde klar, dass es sich bei Dynamin um eine mecha-
nochemische GTPase handelt [76]. Durch Studien in dem Modellorganismus Drosophila
melanogaster konnte bereits 1991 gezeigt werden, dass das vor kurzem entdeckte Pro-
tein wichtige Funktionen in der Endozytose und dem intrazellulären Vesikeltransport
hat [77, 78]. Heute, fast 30 Jahre später und nach intensiver Forschung, ist das Wis-
sen um die große GTPase Dynamin sowie nah verwandter Proteine enorm angestiegen.
Es wurden mittlerweile drei verschiedene Isoformen der Dynamin-Proteine in Säugern
beschrieben, welche den gleichen zu Grunde liegenden Domänen-Aufbau sowie, mit cir-
ca 80%, eine hohe Gesamt-Homologie aufweisen [79, 80]. Der Unterschied zwischen den
Isoformen liegt vor allem in deren Expressionsmuster. Dynamin1, das 1989 entdeckte
und am stärksten untersuchte Dynamin, ist in hohen Leveln ausschließlich in neuro-
nalen Geweben exprimiert [81]. Im Gegensatz dazu ist Dynamin2 ubiquitär exprimiert
[82], während die Expression von Dynamin3 primär auf Gehirn, Hoden und Lunge be-
schränkt ist [80]. Zudem weisen die unterschiedlichen Dynamin-Isoformen teilweise auch
verschiedene Affinitäten zu Protein-Bindungspartnern auf [83] und können sich in ihrer
GTPase-Aktivität, Oligomerisierungs-Effizienz sowie ihren Membran-bindenden Eigen-
schaften unterscheiden [84].
Neben den klassichen Dynaminen wird noch eine Reihe weiterer Proteine zu der Familie
der Dynamin-ähnlichen Proteine gezählt, wie beispielsweise Drp1, Mitofusin und Opa1,
welche wichtige Funktionen bei der Teilung und Fusion von mitochondrialen Membranen
spielen [85]. Den Mitgliedern der Dynamin-ähnlichen Proteinfamilie ist generell gemein,
dass sie Membranen umbauen können und basale Eigenschaften in ihrem Aufbau teilen.
Zudem durchlaufen alle Mitglieder der Protein-Familie Nukleotid-abhängige Dimerisie-
rungen (oder Polymerisierungen), welche zu intramolekularen Konformationsänderungen
führen und dadurch die intrinsische GTP-Hydrolyse-Aktivität regulieren. Im Gegensatz
zu den kleinen GTPasen benötigen Dynamin-ähnliche Proteine zudem keine Hilfe von
externen GEFs oder GAPs [86, 87].
1.4.2 Aufbau und Struktur von Dynamin2
Dynamin2 ist ein zytoplasmatisches, 100 kDa großes Protein, das wie bereits erwähnt
ubiquitär exprimiert wird und von großer physiologischer Bedeutung ist, was auch durch
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die frühe embryonale Letalität von Dynamin2-defizienten Mäusen verdeutlicht wird [88].
Dynamin2 wird anhand seiner Primärstruktur in folgende Domänen eingeteilt: eine N-
terminale G-Domäne, eine Mittel-Domäne, eine PH-Domäne (Pleckstrin-Homologie), ei-
ne GED-Domäne (GTPase-Effektor) sowie eine C-terminale PRD-Domäne (Prolin-reiche-
Domäne, Abbildung 1.7 A). Studien über die Tertiärstruktur von Dynamin weisen auf
eine Haarnadel-ähnliche Faltung des Proteins hin [89, 90]. Dabei sitzt die G-Domäne
wie eine Art Kopf auf einer Halsregion, welche durch drei α-Helices aus den N- und C-
terminalen Bereichen der G-Domäne sowie dem C-terminalen Bereich der GED-Domäne
gebildet wird. Daran schließt sich die Stiel-Region des Proteins an, welche sich aus α-
Helices der Mittel- sowie dem N-terminalen Bereich der GED-Domäne zusammensetzt.
Schließlich bildet die PH-Domäne den Fuß des gefalteten Proteins (Abbildung 1.7 A,
B). Die PRD-Domäne, von der angenommen wird, dass sie ungefaltet bleibt, ragt an
der Grenzfläche zwischen Hals-Region und G-Domäne heraus ([80], nicht dargestellt in
Abbildung 1.7 B).
Die aminoterminale G-Domäne, auch als GTPase-Domäne bezeichnet, beinhaltet, wie
der Name schon sagt, die intrinsische GTPase-Funktion von Dynamin2, bindet die Nu-
kleotide und ist hoch konserviert zwischen den verschiedenen Dynamin-Isoformen. Der
Stiel, welcher aus Mittel- und GED-Domäne gebildet wird, ist für die Dimerisierung
von Dynamin2 verantwortlich, wobei die G-Domänen innerhalb eines Dynamin2-Dimers
in entgegengesetzte Richtungen orientiert sind (Abbildung 1.7 B). Diese Dimerisierung
resultiert in einer basalen Dynamin2-Dimer-Einheit und ist nicht zu verwechseln mit der
Nukleotid-abhängigen Dimerisierung zweier G-Domänen. Zwei Dynamin2-Dimere bilden
dann wiederum ein Tetramer, ebenfalls vermittelt über die Stiel-Regionen der Pro-
teine (Abbildung 1.7 B). In diesem Zustand liegt Dynamin2 hauptsächlich in Lösung
vor [91]. Die Tetramere können dann, über dieselben Interaktionen der Stiel-Regionen,
große Oligomere bilden, welche sich helikal um tubuläre Membranstrukturen legen ([80],
Abbildung 1.7 B). Neben ihrem Anteil an der Formation der Stiel-Region hat die GED-
Domäne zusätzlich die Aufgabe, die interne GTPase-Aktivität von Dynamin2 zu akti-
vieren und steht in engem physischen Kontakt zur G-Domäne [92]. Die PH-Domäne von
Dynamin2 vermittelt durch ihre positive Ladung eine Bindung an Phospholipide (vor
allem Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2)), was zu einer Membranrekrutierung
von Dynamin2 führt und von großer Bedeutung für die Funktion der GTPase ist [93].
Die C-terminale PRD-Domäne, welche, wie der Name schon sagt, eine große Anzahl
Prolin-reicher PXXP-Aminosäuremotive enthält, ist vor allem für die Vermittlung von
Interaktionen mit anderen Proteinen verantwortlich. Dabei bindet Dynamin2, meist über








































Abbildung 1.7: Aufbau von Dynamin2 sowie vermuteter Mechanismus Dynamin2-
vermittelter Membran-Teilung. (A) Lineare Darstellung der Domänenstruktur von
Dynamin2. Domänen, welche im gefalteten Zustand des Proteins in die gleiche Re-
gion lokalisieren, sind in gleicher Farbe dargestellt. (B) Schematische Darstellung ei-
nes Dynamin2-Dimers sowie helikal angeordneter Dynamin2-Polymere an einer tubu-
lären Membran in zwei unterschiedlichen Orientierungen (mit einer 90°-Rotation da-
zwischen). Das Farbmuster der Domänen ist zugehörig zu (A). Es wird angenommen,
dass die hier nicht dargestellten PRD-Domänen aus der polymerisierten Helix heraus-
ragen. Die Dynamin2-Polymerisierung ist das Ergebnis der Interaktion zwischen den
Stielen von Dynamin2-Monomeren (Schnittstelle 2) und Dynamin2-Dimeren (Schnitt-
stelle 1 und 3). Die GTP-abhängige Dimerisierung der G-Domänen zwischen anein-
andergrenzenden Stufen der Dynamin2-Helix aktiviert vermutlich dessen intrinsische
Polymer-abhängige GTPase-Aktivität, was zu einer Membran-Einschnürung und schließ-
lich -Teilung führt. (C) Vermutete, relativ zur G-Domäne stattfindende Hebel-ähnliche
Bewegung des Dynamin2-Halses, welche GTP-Hydolyse-abhängig ist. (D) Schematische
Darstellung der oben gezeigten essentiellen Schritte, welche zur Dynamin2-vermittelten




1.4.3 Wirkmechanismus von Dynamin2 in der Clathrin-vermittelten
Endozytose
Obwohl es auch Studien gibt, welche Dynamin2 in Prozessen Clathrin-unabhängiger
Endozytose sowie Membranabschnürungen an intrazellulären Membrankompartimenten
implizieren [94, 95], spielt Dynamin2 hauptsächlich eine wichtige Rolle in der Clathrin-
abhängigen Endozytose [96]. Dabei fällt Dynamin2 primär die Aufgabe zu, Clathrin-
beschichtete Einstülpungen an der Plasmamembran abzuschnüren [97]. Eine schemati-
sche Darstellung der mutmaßlichen Wirkweise von Dynamin im Abschnürungsprozess
von Vesikeln ist in Abbildung 1.7 B-D dargestellt. Dabei geht man davon aus, dass sich
die bereits in Abschnitt 1.4.2 erwähnten Dynamin2-Tetramere zu einem Oligomer zu-
sammenschließen, welches sich als eine Helix um den Hals einer Clathrin-beschichteten
Einschnürung legt. Bei diesem Prozess binden jeweils die GTP-gebundenen G-Domänen
aneinanderliegender Helix-Sprossen des Dynamin2-Oligomers aneinander (Abbildung 1.7
B), wodurch die intrinsische GTPase-Aktivität von Dynamin2 aktiviert wird und schließ-
lich die einzelnen Proteine eine Konformationsänderung im Bereich der G-Domäne und
dem Hals durchlaufen, welche einer Art Hebelbewegung gleichkommt ([98], Abbildung
1.7 C). Dies resultiert vermutlich in einer rotierenden Gleitbewegung der benachbarten
und durch die G-Domänen verbundenen Dynamin2-Helix-Sprossen zueinander, was zu
einer Abschnürung der Clathrin-beschichteten Einstülpung führt ([99], Abbildung 1.7
D). Obwohl durch zellfreie Studien gezeigt werden konnte, dass aufgereinigtes Dyna-
min2 in vitro ohne Zugabe anderer Proteine und in Anwesenheit von GTP tubuläre
Membranen teilen kann [100], wird angenommen dass in vivo weitere Proteine zu der
Dynamin-vermittelten Membranteilung beitragen. Zu diesen zählt unter anderem das F-
Aktin-Zytoskelett, welchem die Aufgabe zuteil wird, den Hals der Clathrin-beschichteten
Einschnürung einzuengen und zu verlängern [101].
1.4.4 Einfluss von Dynamin2 auf das F-Aktin-Zytoskelett sowie
Zellmigration und -adhäsion
Es gibt Hinweise darauf, dass ein Zusammenspiel zwischen Dynamin2 und dem F-Aktin-
Zytoskelett nicht nur für den Vorgang der Endozytose eine wichtige Rolle spielt. So
konnte gezeigt werden, dass eine direkte Interaktion von Dynamin und Aktin einen gene-
rellen Einfluss auf die Polymerisierung von F-Aktin hat [102]. Zudem sind verschiedene
Bindungspartner von Dynamin2 in der Lage, gleichzeitig auch das F-Aktin-Zytoskelett
zu binden und zu regulieren. So wurde beobachtet, dass eine Interaktion von Dynamin2
mit Cortactin oder mAbp1 ebenfalls Einfluss auf die Dynamik des F-Aktin-Zytoskeletts
nimmt [103, 104]. Dynamin2 konnte außerdem an verschiedenen F-Aktin-haltigen Struk-
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turen nachgewiesen werden, wie beispielsweise an Lamellipodien [105], dorsalen Mem-
brankräuselungen [106], der immunologischen Synapse [107], Invapodien [108], Podoso-
men [109] sowie Aktinschweifen [110]. Trotz dieser zahlreichen Befunde ist der genaue
Wirkmechanismus von Dynamin2 auf die F-Aktin-Dynamik bisher noch nicht ausreichend
geklärt worden.
Eine derart enge Verknüpfung mit dem Aktin-Zytoskelett, wie sie bei Dynamin zu beob-
achten ist, legt die Vermutung nahe, dass die große GTPase Einfluss auf Zell-dynamische
Prozesse wie die Migration nehmen könnte. In der Tat wird Dynamin2 durchaus mit
der Motilität von Zellen in Verbindung gebracht [111]. So stabilisiert Dynamin2 in der
Lungenkrebs-Zelllinie H1299 beispielsweise zusammen mit Cortactin Mikrofilamente in
Filopodien und reguliert so die Migration dieser Zellen [112]. Auch die Invasion pankrea-
tischer Krebszellen wird durch Dynamin2 reguliert. Hierbei stabilisiert die große GTPase
das GEF Vav1 durch dessen direkte Bindung und nimmt somit Einfluss auf die Akti-
vität der kleinen GTPase Rac1 und dadurch auf F-Aktin-Dynamiken [113]. Ebenfalls
in der murinen Fibroblasten-Linie NIH3T3 reguliert Dynamin2 die Zellmigration durch
seinen Einfluss auf das F-Aktin-Zytoskelett [114]. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass eine verstärkte Expression von Dynamin2 zu einer erhöhten Invasion und Migration
von Krebszellen sowie Tenozyten führt [115, 116]. Doch auch neben seiner Rolle in der
Regulation des F-Aktin-Zytoskeletts kann Dynamin2 auf Grund seiner Funktion in En-
dozytose sowie der Regulation von Membran-Dynamiken Einfluss auf die Zellmigration
nehmen [111].
Die Migration von Zellen auf 2-dimensionalen Oberflächen ist abhängig von der Integrin-
vermittelten Adhäsion an diese, welche den Kraft-erzeugenden Apparat innerhalb der
Zelle mit seiner Umgebung koppelt (Abschnitt 1.2.2). Interessanterweise konnte gezeigt
werden, dass Dynamin2 auch über die Regulation von Adhäsionsprozessen Einfluss auf
die Migration von Zellen nehmen kann [111]. So ist der dynamische Umbau von Foka-
ladhäsionen, großen Proteinkomplexen an der basalen Plasmamembran in langsam mi-
grierenden mesenchymalen Zellen, von der Aktivität der großen GTPase abhängig [117].
Dynamin2 interagiert bei diesem Prozess direkt mit FAK (Focal Adhesion Kinase), wel-
che wiederum an die Tyrosinkinase Src bindet. Dieser trimere Komplex vermittelt dann
schließlich, spezifisch an Fokaladhäsionen, die Internalisierung von Integrinen mittels
Clathrin-vermittelter Endozytose und sorgt somit für den Abbau der großen Adhäsions-
komplexe [118]. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Dynamik von Podosomen, großen
Aktin-basierten Strukturen mit Funktionen in Zellmotilität, -invasion und -adhäsion, in
Osteoklasten ebenfalls durch Dynamin2 reguliert wird [119, 120].
Interessanterweise wurde die Rolle von Dynamin2 in Migrations- und Adhäsionsprozes-
sen bisher ausschließlich in mesenchymal migrierenden, stark adhärenten Zelltypen un-
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tersucht [121, 111]. Die meisten Immunzellen sind im Gegensatz dazu schnell migrierende
amöboide Zellen, welche keine großen und langlebigen Adhäsionsstrukturen wie Fokalad-
häsionen oder Podosomen ausbilden und deshalb sehr unterschiedliche zu Grunde lie-
gende Regulationsmechanismen bezüglich ihrer Motilität und Adhäsion aufweisen ([21],
ausgenommen immature dendritische Zellen und Makrophagen). Die genaue Rolle der
großen GTPase Dynamin2 ist in diesen physiologisch so wichtigen Prozessen daher bis
heute unbekannt.
1.4.5 Bisher beschriebene Funktionen von Dynamin2 in T-Lymphozyten
Auch wenn die Rolle von Dynamin2 in der Integrin-vermittelten Adhäsion von T-Zellen
bisher nicht untersucht wurde, wurden trotzdem einige wenige Studien durchgeführt, die
sich mit Funktionen der großen GTPase in T-Lymphozyten beschäftigen. So beschrie-
ben Gomez et al. eine wichtige Rolle von Dynamin2 in der Aktivierung von T-Zellen,
welche sie durch die Interaktion von Dynamin2 mit dem Rho-GEF Vav1 und dessen
Einfluss auf die Polymerisierung von F-Aktin an der immunologischen Synapse erklär-
ten [107]. Ein Einfluss der großen GTPase auf die Internalisierung des T-Zell-Rezeptors
(TCRs) konnte in dieser Studie explizit nicht nachgewiesen werden. Dem widerspricht
eine Veröffentlichung von Willinger et al., in welcher gezeigt werden konnte, dass Dyna-
min2 durch seine Funktion in der Endozytose die Internalisierung des TCRs vermittelt
und somit den ersten Schritt für eine anhaltende TCR-Signalgebung von intrazellulären
Membranen aus einleitet, welche wichtig für die klonale Expansion von T-Zellen sowie
deren Metabolismus ist [122]. Weitere Studien beschreiben Funktionen für Dynamin2 in
der Aufnahme des humanen Immundefizienz-Virus (HIV) Typ 1 über direkte T-Zell-T-
Zell-Transmission [123] sowie in der spezifischen Regulation von CCR5-vermittelter T-
Zell-Chemotaxis [124]. Obwohl Mutationen innerhalb des Dynamin2-Gens vor allem mit
Morbus Charcot-Marie-Tooth (heretidäre motorisch-sensible Neuropathie Typ 1, [125])
sowie der zentronukleären Myopathie (angeborene Muskelerkrankung, [126]) in Verbin-
dung gebracht werden, zeigen aktuelle Studien, dass auch die Entwicklung einer T-Linien
Akuten Lymphatischen Leukämie (T-ALL) durch Mutationen in sowie einer erhöhten Ex-
pression von Dynamin2 gefördert werden kann [127, 128, 129]. Mäuse mit einer T-Zell-
spezifischen Dynamin2-Defizienz leiden zudem unter einer Lymphopenie auf Grund eines
gestörten Auswanderungsverhaltens der Lymphozyten beziehungsweise Thymozyten aus
Lymphknoten beziehungsweise Thymus, was die Autoren der Studie auf eine gestörte
Sphingosin-1-phosphat-Rezeptor-Internalisierung zurückführen, jedoch ohne das Adhäsi-
onsverhalten der Dynamin2-defizienten T-Zellen zu analysieren [130].
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1.5 Zielsetzung der Arbeit
Die Integrin-vermittelte Adhäsion von Zellen ist hoch konserviert und tritt bereits zu
Beginn der Entstehung der Metazoa auf [131]. Dies verdeutlicht, dass es sich dabei um
einen essentiellen Prozess handelt, der unter anderem für die Organogenese, Gewebe-
stabilität, Wundheilung und Blutgerinnung von größter Wichtigkeit ist. Auch das Im-
munsystem, ein dezentralisiertes Organ, dessen zelluläre Bestandteile über den ganzen
Körper verteilt sind, ist stark abhängig von Integrin-vermittelter Zelladhäsion. So bildet
diese eine wichtige Grundlage für die Fähigkeit von Leukozyten, sich in dynamischer Art
und Weise durch verschiedenste Gewebe zu bewegen oder an diesen festzusetzen, unter
anderem während der Extravasation aus dem Blutstrom [8]. Da Immunzellen in man-
chen Situationen stark adhärent sein müssen und in anderen wiederum nicht, können
sie die Adhäsivität ihrer Integrine schnell der entsprechenden Umgebung anpassen. Dies
können sie einerseits über die Integrin-Affinität, andererseits über die Integrin-Valenz
regulieren [15]. Das Krankheitsbild LAD (Leukozyten-Adhäsions-Defizienz) verdeutlicht
in drastischer Weise was passiert, wenn die Integrin-vermittelte Adhäsion von Leukozy-
ten nicht mehr gewährleistet werden kann. Patienten, die an LAD erkrankt sind, leiden
unter rezidivierenden Infekten und sterben ohne Behandlung meist in jungen Jahren
[132]. Doch auch im funktionellen Zustand können Integrine auf Leukozyten, wenn auch
eher indirekt, an pathologischen Prozessen beteiligt sein. Dies ist beispielsweise bei den
Autoimmunerkrankungen Multiple Sklerose sowie Morbus Crohn der Fall, die mit mono-
klonalen Antikörpern gegen bestimmte Lymphozyten-Integrine behandelt werden können
[133]. Dadurch wird verdeutlicht, dass ein exaktes Wissen um die molekularen Mecha-
nismen, die der Regulation von Integrinen zu Grunde liegen, von großer medizinischer
Wichtigkeit ist.
In der vorliegenden Arbeit sollte daher der Einfluss der großen GTPase Dynamin2 auf die
Integrin-vermittelte Adhäsion humaner T-Zellen sowie entsprechende zu Grunde liegende
molekulare Mechanismen untersucht werden. Dynamin2 wurde bisher vor allem im Kon-
text von Endozytose und F-Aktin-Polymerisierung studiert, konnte aber auch schon in
pathologischen Prozessen mit Integrin-Beteiligung, wie der Migration und Invasion von
Krebszellen, impliziert werden [112, 113, 115, 134]. Erkenntnisse über einen weiteren mo-
lekularen Schalter der Integrin-Aktivierung könnten dazu beitragen, neue Therapeutika
für Krankheiten zu entwickeln, welche direkten Bezug zu der Funktion von Integrinen
haben.
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2.1 Material
2.1.1 Geräte
Agarosegeldokumentation Gel Max, Intas (Göttingen)
Autoklav Model 135T, H+P (Oberschleißheim)
Automatischer Zellseparator AutoMACS Pro, Miltenyi (Bergisch Gladbach)
Bakterien-Schüttler innova44, New Brunswick, Eppendorf (Hamburg)
Blotapparatur Mini Trans-Blot Cell, Biorad (München)
Drehrad Neolab Rotator, Neolab (Heidelberg)






Mini Trans-Blot Cell, Biorad (München)
Elektrophorese-Netzteil EV-243, Consort (Turnhout, Belgien)
Elektroporator GenePulser Xcell + CE-Modul, Biorad (München)
Amaxa Nucleofector I, Lonza (Basel, Schweiz)
Elektrowaage JB2002-G, Mettler Toledo (Greifensee, Schweiz)
Feinwaage AG285, Mettler Toledo (Greifensee, Schweiz)
Heizblock Thermomixer compact, Eppendorf (Hamburg)
Heiz- und Magnetrührer Combimac RCT, IKA (Staufen)
Magnetständer DynaMag-2 Magnet, Invitrogen (Carlsbad, USA)
Mikroskope Axiovert 100, Zeiss (Jena)
Eclipse TE2000-E, Nikon (Tokio, Japan)
Eclipse TS100, Nikon (Tokio, Japan)
Mikroskope (Laser-Scanning,
konfokal)
FluoView 1000, Olympus (Tokio, Japan)
LSM 5 LIVE, Zeiss (Jena)
LSM 880 + Airyscan, Zeiss (Jena)
Multi-Detektions-Plattenlesegerät Synergy HT Multimode-Reader, BioTek Instruments
(Bad Friedrichshall)
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Netzgeräte für Elektrophorese Elite300Plus, Schütt Labortechnik (Göttingen)
Neubauer Zählkammer Marienfeld (Lauda-Königshofen)
pH-Meter MP220, Mettler Toledo (Greifensee, Schweiz)
Photometer BioPhotometer plus, Eppendorf (Hamburg)
Pipetten Gilson (Middleton, USA)
ErgoLine, StarLab (Ahrensburg)
Pipettierhilfe Accu-Jet Pro, Brand (Wertheim)
Präparierbesteck FST Dumont Biology (Schweiz)
Protein-Minigel-Apparaturen BioRad (München)
Protein-Transfer-Apparaturen BioRad (München)
Rollenmischer RS-TR05, Phoenix Instrument (Garbsen)
Scanner Scan Maker 8700, Microtek (Hsinchu, Taiwan)
Spritzen-Pumpsystem AL1000, World Precision Instruments (Berlin)
Sterilbank für Zellkulturarbeiten Bioflow, BDK (Sonnenbühl-Genkingen)
Thermocycler iCycler iQ5, Biorad (München)
MyCycler, Biorad (München)
Vakuumpumpe AC, HLC BioTech (Bovenden)
Vortex Mixer UNIMAG ZX3, VELP scientica (Mailand, Italien)
Wasserbad WNE, Memmert (Schwabach)
Wippe WS-10, Edmund Bühler GmbH (Hechingen)
Zellkulturinkubator Binder (Great River, USA)
Zentrifugen Avanti J-20XP, Beckman Coulter (München)
Centrifuge 5415R, Eppendorf (Hamburg)
Centrifuge 5810R, Eppendorf (Hamburg)
Multifuge 4KR, Heraeus instrument GmbH
(München)
Optima LE-80K Ultrazentrifuge, Beckman Coulter
(München)
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Deckgläschen (15mm) Marienfeld (Lauda-Königshofen)
Dynabeads (Protein G oder A) ThermoFisher Scientific (USA)
Elektroporationsküvetten (4mm) Biozym (Wien, Österreich)
FACS-Röhrchen BD Falcon (Heidelberg)
Falcon-Röhrchen Greiner Bio-one (Frickenhausen)





Kapillarspitzen Carl Roth (Karlsruhe)
Küvetten Carl Roth (Karlsruhe)
Luer-Konnektor (verschiedene) Ibidi (München)
Mikrokanäle (µ-Slide VI0.4, µ-slide I Luer
Familie)
Ibidi (München)
Mikroskopieschalen Glas Nunc (Roskilde, Dänemark)
Mikroskopieschalen Plastik (µ-dish) Ibidi (München)
Nitrozellulosemembran PROTRAN, Schleicher & Schuell (Dassel)
Nylon-Mikrofilter (40µm) BD Biosciences (Heidelberg)
Objektträger Marienfeld (Lauda-Königshofen)
Pasteurpipetten Carl Roth (Karlsruhe)
PCR-Platten (96-Loch) PeqLab (Erlangen)
Petrischalen Greiner Bio-one (Frickenhausen)
Plastikpipetten Greiner Bio-one (Frickenhausen)





Sterilfilter (0,2µm; 0,45µm) Schleicher & Schuell (Dassel)
Spritzen Braun (Melsungen)
Transwell -Einsätze (3µm) Corning (Lowell, USA)
Ultrazentrifugationsröhrchen Beckman (München)
Whatman-Filterpapier Schleicher & Schuell (Dassel)
Zellkulturplatten Greiner Bio-one (Frickenhausen)
Zellkulturschalen Greiner Bio-one (Frickenhausen)
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2.1.3 Chemikalien und Biochemikalien
6x Ladepuffer ThermoFisher Scientific (USA)
Aceton Carl Roth (Karlsruhe)
Acrylamid/Bisacrylamid-Mix 30% Carl Roth (Karlsruhe)
Agar BD (Heidelberg)
Agarose Invitrogen (Carlsbad, USA)
Ammoniumacetat Carl Roth (Karlsruhe)
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth (Karlsruhe)
Ammoniumsulfat Carl Roth (Karlsruhe)
Antipain Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Aprotinin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Benzamidin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
1-Butanol Merck (Darmstadt)
Bovines Serum Albumin (BSA) Carl Roth (Karlsruhe)
Brefeldin A Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Bromphenolblau Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Carboxyfluorescein-succinimidyl-ester (CFSE) Invitrogen (Carlsbad, USA)
Cäsiumchlorid (CsCl) Carl Roth (Karlsruhe)
Chloroform Carl Roth (Karlsruhe)
Chlorpromazin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
CXCL12 (human) Peprotech (Hamburg)
Cytochalasin D Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
4,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Invitrogen (Carlsbad, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
λ-DNA/EcoRI + HindIII Marker Nr.3 Fermentas (St. Leon-Rot)
DNAse I Roche (Basel, Schweiz)
Dynasore Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Dynole 31-2 Abcam (GB)
Dynole 34-2 Abcam (GB)
Ethanol VWR (Frankreich)
Ethidiumbromid Carl Roth (Karlsruhe)
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth (Karlsruhe)
Exo1 Tocris (Bristol, UK)
Fast DIO (3,3'-Dilinoleyloxacarbocyanin-Perchlorat) ThermoFisher Scientific (USA)
Fibronektin, human Harbor Bio-Products (USA)
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Ficoll, human (Pancoll, 1,077 g/ml) Pan Biotech (Aidenbach)
Fluoroshield ImmunoBioScience (USA)
Hot Start Real Time Mix PeqLab (Erlangen)
HEPES Carl Roth (Karlsruhe)
ICAM-1/Fc Fusionsprotein (human) Zellüberstand (CV-1, AG Kolanus)
Igepal CA-630 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Kollagen I (Pure Col) Advanced Biomatrix (San Diego, USA)
Latrunculin A Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
LB Carl Roth (Karlsruhe)
Leupeptin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
β-Mercaptoethanol Carl Roth (Karlsruhe)
Methanol Carl Roth (Karlsruhe)
Milchpulver Carl Roth (Karlsruhe)
Monodansylcadaverin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Natriumchlorid Carl Roth (Karlsruhe)
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth (Karlsruhe)
Natriumhydroxid Grussing (Filsing)
Paraformaldehyd Carl Roth (Karlsruhe)
Phalloidin (TRITC oder Alexa488) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Phenol Carl Roth (Karlsruhe)
Phenylmethylsulphonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Phusion 5x GC-Puffer ThermoFisher Scientific (USA)
Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase ThermoFisher Scientific (USA)
Precision Plus Protein All Blue Standard BioRad (München)
2-Propanol Merck (Darmstadt)
Restriktionsenzyme Fermentas (St. Leon-Rot)
RibonukleaseA (RNAse A) Carl Roth (Karlsruhe)
Salzsäure Carl Roth (Karlsruhe)
Saponin Carl Roth (Karlsruhe)
T4-DNA-Ligase Fermentas (St. Leon-Rot)
Tris-Hydrochlorid Carl Roth (Karlsruhe)
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth (Karlsruhe)
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Carl Roth (Karlsruhe)
Triton X-100 Carl Roth (Karlsruhe)
TRIzol-Reagenz Invitrogen (Carlsbad, USA)
Trypanblau-Lösung (0,4%) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
VCAM-1/Fc Fusionsprotein (human) Zellüberstand (HEK293T, AG Kolanus)
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2.1.4 Kommerzielle Reaktionssysteme (Kits)
Active Cdc42 Pull-Down and Detection Kit ThermoFisher Scientific (USA)
Active Rap1 Pull-Down and Detection Kit ThermoFisher Scientific (USA)
Amaxa Human T Cell Nucleofector Kit Lonza (Basel, Schweiz)
CD4 Microbeads Miltenyi (Bergisch Gladbach)
CD4+ T cell Isolation Kit Miltenyi (Bergisch Gladbach)
CD8+ T cell Isolation Kit Miltenyi (Bergisch Gladbach)
CD19 Microbeads Miltenyi (Bergisch Gladbach)
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems (Waltham, USA)
NK cell Isolation Kit Miltenyi (Bergisch Gladbach)
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit Macherey-Nagel (Düren)
Pierce BCA (Bicinchoninsäure) Protein Assay
Kit
ThermoFisher Scientific (USA)





































pEGFP-N1-Dynamin2 Kanamycin Insert kloniert aus Plasmid #27689
von Addgene [96]
pEGFP-N1-Rap1a Wildtyp Kanamycin Insert kloniert aus humaner
cDNA-Bibliothek
pEGFP-N1-Rap1a G12V Kanamycin Insert kloniert aus humaner
cDNA-Bibliothek
pRFP-N1-Lifeact Kanamycin Zur Verfügung gestellt von P. Lipp
[135]
pRFP-N1-Rap1a Wildtyp Kanamycin Insert kloniert aus humaner
cDNA-Bibliothek
Der hier verwendete eukaryotische Expressionsvektor pEGFP-N1 (beziehungsweise pRFP-
N1) wurde ursprünglich von der Firma Clontech erworben und durch W. Kolanus modifi-
ziert. Die Klonierungskassette wurde so verändert, dass eine Klonierung über die Restrik-
tionsschnittstellen MluI und NotI ermöglicht wurde. Das entsprechende Fusionsprotein
(mit N-terminalem eGFP oder RFP) steht unter der Kontrolle des CMV-Promotors des
Zytomegalievirus.
2.1.8 Klonierungsprimer
Die hier verwendeten Primer zur Klonierung von Konstrukten wurden so konstruiert,
dass sie mit den Restriktionsenzymen MluI und NotI in den Vektor pEGFP-N1 ligiert
werden konnten. Dementsprechend wurden die passenden Restriktionsschnittstellen in die
Primer eingefügt (MluI (ACGCGT) in den Vorwärtsprimer (for), NotI (GCGGCCGC)
in den Rückwärtsprimer (rev)). Zudem wurde vor den Restriktionsschnittstellen eine
sogenannte GC-Klammer integriert (GCGGG), welche die Restriktion erleichtern soll.
Die Primer wurden bei der Firma Eurofins bestellt.
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Bezeichnung Sequenz
Dnm2 Hs for 5'-GCGGGG ACGCGT
ATGGGCAACCGCGGGATGGAAG-3'
Dnm2 Hs rev 5'-GCGGGG GCGGCCGC
CTAGTCGAGCAGGGATGGCTCGG-3'
Rap1a Wiltyp Hs for 5'-GCGGGG ACGCGT
ATGCGTGAGTACAAGCTAGTGGTC-3'
Rap1a G12V Hs for 5'-GCGGGG ACGCGT
ATGCGTGAGTACAAGCTAGTGGTCCTTGGTTCAG
TAGGCGTTG-3'







α-AKT #9272 Cell Signaling



















α-Crk-L #sc-319 Santa Cruz
α-CXCR4 12G5 BD
α-Dynamin2 #ab3457 Abcam
α-EEA1 #sc-33585 Santa Cruz
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α-Erk1/2 #9102 Cell Signaling
α-phospho-Erk1/2 #9101 Cell Signaling
α-ERM #3142 Cell Signaling
α-phospho-ERM #3141 Cell Signaling
α-human-IgG-Fc #109-005-098 Jackson
α-FAK #3285 Cell Signaling
α-phospho-FAK #3283 Cell Signaling
α-GFP #sc-9996 Santa Cruz
α-Grb2 #sc-255 Santa Cruz
α-Integrin β7 FIB504 BD
α-LAMP1 #L1418 Sigma-Aldrich
α-Pyk2 #3480 Cell Signaling
α-phospho-Pyk2 #3291 Cell Signaling
α-Rab5A #sc-309 Santa Cruz
α-Rac1 102/Rac1 BD
α-Rap1 #16120 Thermo Scientific
α-RapGEF1 #sc-17840 Santa Cruz
α-phospho-RapGEF1 #A1120 Assay Bio Tech
α-Ras Ras10 Millipore
α-phospho-SFKs #2101 Cell Signaling
α-Talin1 #ab71333 Abcam
α-Tubulin YL1/2 Millipore
α-Vav #sc-132 Santa Cruz
Konformationsspezifische oder -induzierende α-Integrin-Antikörper
Antikörper Klon Quelle Funktion
α-CD18 327C Donald Staunton Reporter für CD18
hoher Affinität [136]







α-CD18 mAb24 Nancy Hogg Reporter für CD18
hoher Affinität [139]
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α-CD29 HUTS-4 Millipore Reporter für CD29
hoher Affinität [140]
2.1.10 Zellkulturmedien, -seren, -lösungen und -zusätze
Fetales Kälberserum (FBS),
hitzeinaktiviert
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Gentamicin 10mg/ml PAA (Pasching, Österreich)
Hank's Buffered Salt Solution (HBSS) PAA (Pasching, Österreich)
HBSS 10x GIBCO (Eggenstein)
L-Glutamin 100x PAA (Pasching, Österreich)
Natrium-Bicarbonat PAA (Pasching, Österreich)
Natrium-Pyruvat PAA (Pasching, Österreich)
Penicillin/Streptomycin 100x PAA (Pasching, Österreich)
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) PAA (Pasching, Österreich)
RPMI 1640 PAA (Pasching, Österreich)
VLE-RPMI 1640 Biochrom (Berlin)
Zellkulturwasser EP-Grad PAA (Pasching, Österreich)
2.1.11 Komplexe Zellkulturmedien
Name Zusammensetzung
RPMI 1640+ RPMI 1640 mit L-Glutamin und Phenolrot
10% (v/v) FBS
40µg/ml Gentamicin
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2.1.12 Organismen
Bakterienstamm DH5α [141]
Zelllinien CV-1 (Nierenzelle, Cercopithecus aethiops) [142]
HEK293T (Embryonale Nierenzelle, Homo
sapiens) [143]









Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, [145]) wurde angewendet um bestimmte Sequenz-
abschnitte verschiedener cDNA-Bibliotheken oder bereits vorhandener DNA-Plasmide
zu amplifizieren. Die DNA wurde mit Hilfe der Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase
(ThermoFisher Scientific) vervielfältigt, welche eine sehr geringe Fehlerquote und eine
hohe Lesegeschwindigkeit aufweist. Pro Ansatz wurden 100 ng Template-DNA (10 ng bei
Verwendung eines Plasmids), 50µM Vorwärts- und Rückwärtsprimer, 200 µM Desoxy-
ribonukleotide (dNTPs), 0,4U Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase sowie 4µl 5x
Phusion GC-Puffer verwendet. Das Endvolumen pro Ansatz, welches durch die Zuga-
be von doppelt destilliertem Wasser (A. bidest) erreicht wurde, betrug 20 µl. Im An-
schluss erfolgte die Polymerase-Kettenreaktion nach dem unten gezeigten Schema, wo-
bei die Elongationszeit 30 s pro Kilobase (kb) betrug und somit abhängig von der Län-
ge des Templats variierte. Die Überprüfung des Ergbenisses erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese (Abschnitt 2.2.2), wobei 2µl pro Ansatz hierfür eingesetzt wurden.
Schritt Dauer Temperatur Zyklenanzahl
initiale Denaturierung 30 s 98 °C 1
Denaturierung 10 s 98 °C
Primer-Anlagerung 30 s 60 °C 35
Elongation 30 s/kb 72 °C
terminale Elongation 10min 72 °C 1
Kühlung ∞ 4 °C 1
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2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese
Agarosegele eignen sich aufgrund ihrer Porengröße zum Auftrennen von DNA-Molekülen
verschiedener Größen. Da Nukleinsäuren gleichmäßig negativ geladen sind wandern sie in
einem elektrischen Feld in Richtung der Anode, wobei ihre Wanderungsgeschwindigkeit
hierbei umgekehrt proportional zum Logarithmus der Anzahl der Basenpaare ist. Kleine
DNA-Moleküle sind in der Matrix beweglicher und laufen daher schneller als große. Dies
resultiert in der Auftrennung der DNA-Fragmente ihrer Größe nach.
Je nach Größe der nachzuweisenden DNA wurden Agarosegele mit unterschiedlicher Pro-
zentigkeit hergestellt. Hierfür wurde die entsprechende Menge an Agarose in TAE-Puffer
(Tris-Acetat-EDTA-Puffer) durch Erhitzen in der Mikrowelle gelöst, mit 1 g/ml Ethi-
diumbromid versehen und anschließend in eine Gelkammer gegossen sowie mit einem
entsprechenden Kamm versehen. Nachdem das Gel ausgehärtet war, wurden die Proben,
versetzt mit 6x Ladepuffer, auf das Gel aufgetragen. Um einen Größenvergleich zu erhal-
ten, wurde zudem auch fraktionierte λ-DNA, verdaut mit EcoRI und HindIII (Fermen-
tas), auf das Gel geladen. TAE-Puffer versetzt mit Ethidiumbromid diente als Laufpuffer
und die Auftrennung der Proben wurde für 20 bis 40 min bei 4Volt/cm durchgeführt.
Die Visualisierung der DNA erfolgte schließlich durch in die DNA interkaliertes Ethidi-
umbromid, welches dadurch seine Emission im Fluoreszenzbereich stark erhöht [146]. Bei
Anregung mit UV-Licht konnten so die aufgetrennten DNA-Fragmente sichtbar gemacht
und anhand des Markers in dem Gel bezüglich ihrer Größe beurteilt werden.
TAE-Puffer
1mM EDTA (pH 8)
20mM Essigsäure
40mM Tris
2.2.3 Fällung des PCR-Produktes und DNA-Aufreinigung
Die DNA der PCR-Ansätze wurde, je nachdem wie rein diese war, entweder direkt ver-
wendet oder musste zuvor aus einem Agarosegel extrahiert werden. Falls während der
PCR nur ein Podukt entstanden war, wurde dieses zur Entfernung der anderen Bestand-
teile des PCR-Ansatzes gefällt. Dafür wurde der PCR-Ansatz mit A. bidest auf 400µl
aufgefüllt und mit 300 µl Phenol-Chloroform (1:1) versetzt. Nachdem die Probe gevortext
worden war wurde sie für 5min bei 16.000 x g zentrifugiert und die obere, wässrige Phase
in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Daraufhin wurden der Probe 40 µl Lithiumchlorid,
1 µl Glykogen und 1ml Ethanol (-20 °C) zugegeben. Für die Fällung wurde die Probe,
nachdem alles vermischt worden war, für 20min bei -20 °C gelagert. Die DNA, welche nun
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ausgefallen war, wurde bei 16.000 x g für 10min abzentrifugiert, das Pellet zweimal mit
70% Ethanol gewaschen und im Anschluss in 30µl A. bidest gelöst. Für den Fall, dass das
PCR-Produkt aus einem Gel extrahiert werden musste wurde die entsprechende Bande
aus dem Agarosegel unter schwachem UV-Licht ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe
des NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kits (Macherey-Nagel) unter Herstellerangaben
isoliert.
2.2.4 Restriktionsverdau
Bei allen verwendeten Konstrukten in der vorliegenden Arbeit wurden die Schnittstellen
für die Restriktionsenzyme MluI (5'-Ende) und NotI (3'-Ende) zur Klonierung verwen-
det. Bei Restriktionsenzymen handelt es sich um aus Bakterien stammende Endonu-
kleasen, welche Nukleinsäuren sequenzspezifisch schneiden können. Der Doppelverdau
erfolgte in den von Fermentas empfohlenen Puffern. Hierfür wurden je 0,5µl der Enzyme
mit 3µg der DNA sowie 4-8 µl des entsprechenden Puffers (je nachdem ob 1x oder 2x
Puffer) in einem Gesamtvolumen von 40µl in A. bidest aufgenommen, für eine Stunde
bei 37 °C inkubiert und anschließend durch Hitze inaktiviert. Das Ergebnis wurde mittels
Agarose-Gelelektrophorese überprüft (Abschnitt 2.2.2).
Enzym Schnittsequenz Hitzeinaktivierung
MluI A / C G C G T 20 min 80 °C
NotI G C / G G C C G C 20 min 80 °C
2.2.5 Ligation
DNA-Fragmente, welche durch einen Restriktionsverdau mit MluI und NotI vorbereitet
worden waren (PCR-Produkte oder ausgeschnittene Plasmid-Inserts), wurden in Vek-
toren eingefügt, welche ebenfalls mit MluI und NotI geschnitten worden waren. Ein
Ligationsansatz enthielt circa 50 ng Vektor-DNA und 150 ng des DNA-Fragmentes, wel-
ches in den Vektor eingefügt werden sollte. Zudem wurden 0,5U T4-DNA-Ligase in 2 µl
Ligasepuffer zugefügt und der Ansatz mit A. bidest auf 20 µl Endvolumen eingestellt.
Das Enzym T4-DNA-Ligase schließt die kohäsiven Enden von Vektor und Insert. Der
Ligationsansatz wurde für eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
2.2.6 Bakterienkultur
Escherichia coli Bakterien des Stammes DH5α wurden in sterilisiertem LB-Medium kul-
tiviert. Die Flüssigkulturen wurden bei 37 °C und 150 rpm für 16 Stunden geschüttelt.
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Plattenkulturen wurden pro Liter Medium mit 10 g Agarose versetzt und im Anschluss bei
37 °C für 16 Stunden kultiviert. Schließlich wurde eine Kanamycin-Selektion (30µg/ml)
durchgeführt.
2.2.7 Transformation chemisch kompetenter Bakterien
Die Retransformation bakterieller Plasmid-DNA wurde in chemisch kompetenten Esche-
richia coli Bakterien des Stammes DH5α durchgeführt. Die Bakterien wurden auf Eis
aufgetaut und mit 0,2µg Plasmid-DNA versetzt. Darauf folgte eine Inkubation für wei-
tere 5min auf Eis gefolgt von einem Hitzeschock im Wasserbad für 45 s bei 42 °C. Die
Bakterien wurden auf Eis abgekühlt und anschließend mit 600 µl LB-Medium ohne Anti-
biotikum für 1 h bei 37 °C geschüttelt. So konnten die transformierten Bakterien die erhal-
tene Resistenz umsetzen. Im Anschluss wurden die Bakterien pelletiert, in 120µl Medium
resuspendiert und auf einer LB-Agar-Platte mit dem Selektionsantibiotikum Kanamy-
cin ausgestrichen. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C für 16 Stunden. Die gewachsenen
Kolonien wurden direkt weiter verwendet oder auf den Platten bei 4 °C gelagert.
2.2.8 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien
Plasmide, welche in Bakterien vermehrt wurden, müssen vor ihrer Nutzung in der Zellkul-
tur aufgereinigt werden. Dies wurde sowohl in kleinen Ansätzen (Mini-Präparation) zur
Verifizierung des jeweiligen Konstruktes, als auch in großen Ansätzen (Maxi-Präparation)
für die Gewinnung einer großen Menge des Plasmids durchgeführt. Beide Techniken ba-
sieren auf dem Prinzip der alkalischen Lyse [147]. Die Maxi-Präparation umfasst zusätz-
lich eine Aufreinigung durch Cäsiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation, welche zum
Erhalt einer großen Menge an reiner, kovalent geschlossener Plasmid-DNA führt [148].
2.2.8.1 Mini-Präparation
Bei diesem Verfahren konnte Plasmid-DNA schnell, jedoch nur im kleinen Maßstab, iso-
liert werden. Hierfür wurden 4ml LB-Medium versetzt mit Kanamycin (30µg/ml) mit
einer Einzelkolonie der Selektionsplatte angeimpft und über Nacht bei 37 °C und 150 rpm
kultiviert. Die Kulturen wurden am nächsten Tag abzentrifugiert, der Überstand ver-
worfen und das Pellet anschließend in 200µl Lösung 1 resuspendiert. Daraufhin wurden
400µl Lösung 2 zugegeben und der Ansatz mehrfach invertiert. Dieser Schritt sollte einen
Zeitraum von 5min nicht überschreiten, da die Bakterien hierbei der alkalischen Lyse
ausgesetzt werden. Durch die anschließende Zugabe von 300µl Lösung 3 und weiterem
Invertieren fielen Proteine und chromosomale DNA aus. Diese und weitere Zelltrümmer
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wurden für 15min bei 16.000 x g und 4 °C pelletiert und der Überstand in ein neues
Reaktionsgefäß überführt. 300 µl eines 1:1 Phenol-Chloroform-Gemisches wurden hinzu-
gegeben und die Probe mit Hilfe eines Vortexers gemischt. So konnten Proteine, welche
sich immernoch in der Probe befanden, entfernt werden. Es folgte eine Zentrifugation für
eine Minute bei 16.000 x g, was zu einer Phasentrennung führte. Die wässrige, obere Pha-
se wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 700µl Isopropanol vermischt,
wodurch die Plasmid-DNA gefällt wurde. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
bei 16.000 x g und 4 °C für 12min. Im Anschluss wurde der Überstand verworfen und das
Pellet zweimal mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet und in
30-50µl A. bidest versetzt mit 0,1 µg/ml RNAseA aufgenommen und gelöst.
Lösung 1 10mM EDTA
Lösung 2 0,2 M NaOH; 1% SDS
Lösung 3 2,5M KOAc; 2,5M HOAc
2.2.8.2 Maxi-Präparation
LB-Medium (1 l) wurde mit 30 µg/ml Kanamycin versetzt und mit Bakterein angeimpft.
Der Ansatz wurde anschließend über Nacht bei 150 rpm und 37 °C geschüttelt. Am nächs-
ten Tag wurde die Kultur bei 4400 x g für 20min pelletiert. Der Überstand wurde ver-
worfen, das Pellet in 40ml Lösung 1 resuspendiert und anschließend zur alkalischen Lyse
der Bakterien mit 80ml Lösung 2 versetzt. Die Lyse wurde nach 3min durch Zugabe
von 40ml Lösung 3 abgestoppt und Proteine sowie chromosomale DNA durch Zentrifu-
gation bei 4400 x g und 4 °C für 10min abzentrifugiert. Der Überstand wurde gefiltert,
mit 100ml Isopropanol versetzt und durch Schütteln vermischt, um die Plasmid-DNA
zu fällen. Anschließend wurde die DNA bei 3800 x g und 4 °C für 10min abzentrifugiert
und das Pellet nach Trocknung in 4ml Lösung 1 resuspendiert. Es folgte die Zugabe
von 5,5 g CsCl, 100µl Igepal (10%) und 500 µl Ethidiumbromid (10mg/ml). Daraufhin
wurde der geklärte Überstand in Beckman Quickseal Ultrazentrifugengefäße überführt
und durch Verschweißen luftblasenfrei verschlossen. Die Sedimentation in einer Ultra-
zentrifuge (Optima LE-80K, Rotor NVT100, Beckman Coulter) erfolgte bei 80.000 rpm
für 3,5 h. Mit Hilfe einer Spritze konnte anschließend die generierte Plasmid-Bande des
Gradienten, welche sich durch eine rote Färbung auszeichnete, abgenommen werden. Es
folgte ein dreimaliges Waschen mit 10ml salzgesättigtem Butanol was zu einer Reinigung
der Plasmid-DNA von Ethidiumbromid führte. Schließlich wurde die nun farblose DNA-
Lösung mit einem Gemisch aus einem Volumenanteil Ammoniumacetat (1M) und drei
Volumenanteilen 99,8% (v/v) Ethanol gefällt. Sie wurde bei 4900 x g für 5min abzentri-
fugiert, das entstandene Pellet in 70% (v/v) Ethanol gewaschen und bei RT getrocknet.
Je nach Volumen wurde das Pellet in einer entsprechenden Menge A. bidest (500µl bis
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1ml) resuspendiert und die Konzentration der DNA abschließend bei einer Wellenlänge
von 260 nm photometrisch bestimmt.
2.2.9 Expressionsanalyse durch quantitative Real-time-PCR
Mit der quantitativen Real-time-PCR (Polymerase-Kettenreaktion) kann die Genexpres-
sion auf mRNA-Ebene gemessen werden. Dafür wird die mRNA aus Zellen isoliert und im
Anschluss durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die eigentliche Messung
basiert schließlich auf einer PCR, wobei in den hier dargestellten Versuchen das TaqMan-
Sondensystem angewendet wurde [149]. Hierbei amplifizieren zwei flankierende Primer
einen kurzen cDNA-Abschnitt innerhalb dessen ein modifiziertes Oligonukleotid (Sonde)
komplementär binden kann. Die Sonde ist an ihrem 5'-Ende an einen Farbstoff gekoppelt
(z.B. 6-Carboxyfluorescein (FAM)), welcher in der intakten Sonde seine Anregungsener-
gie strahlungsfrei an einen Quencher am 3'-Ende überträgt [150]. Bei jedem PCR-Zyklus
wird die an ein Templat gebundene Sonde durch die 5'→3'-Exonuklease-Aktivität der
verwendeten Polymerase zerstört. Hierbei wird der Farbstoff vom Quencher gelöst, wor-
aufhin die Anregung des Farbstoffs zu einer Lichtemission führt, welche im PCR-Gerät
detektiert wird. Während der exponentiellen Phase der Reaktion verhält sich die gemes-
sene Lichtintensität proportional zum gebildeten Produkt. Die Zykluszahl jeder Probe,
bei der eine spezifische Fluoreszenzintensität überschritten wird, wird gemessen. Durch
die Berechnung der Differenz der Zyklenzahl zwischen dem untersuchten Gen und ei-
nem internen Referenzgen (z.B. GAPDH oder 18S rRNA) ist es schließlich möglich, die
relative Menge an mRNA zu Beginn der Reaktion zu ermitteln [151, 152].
2.2.9.1 Aufreinigung von RNA aus Zellen
Humane CD4+ T-Zellen wurden in 1ml TRIzol-Reagenz (Invitrogen) für 5min bei RT
lysiert [153]. Anschließend wurden 200µl Chloroform zugefügt und die Lösung durch
Schütteln vermischt und für kurze Zeit inkubiert. Für die Trennung der wässrigen von
der organischen Phase wurden die Proben für 15min bei 12.000 x g und 4 °C zentrifugiert
und anschließend die obere, wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die
Fällung erfolgte durch die Zugabe von 500 µl Isopropanol und anschließender Inkubation
für 10min bei RT. Durch Zentrifugation bei 12.000 x g für 10min bei 4 °C wurde das
RNA-Präzipitat abzentrifugiert und im Anschluss mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen.
Nach einer kurzen Trocknungsphase wurde das Pellet in 20-50µl RNAse-freiem A. bidest
bei 50-60 °C gelöst. Abschließend wurde die Konzentration der RNA-Lösung bei einer
Wellenlänge von 260 nm photometrisch bestimmt.
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Um eine Verunreinigung der RNA mit genomischer DNA auszuschließen, wurden die
RNA-Proben nach der Aufreinigung mit DNAse behandelt. Dazu wurde pro µg RNA
der Probe 1 µl DNAse I mit dem entsprechenden Puffer zugegeben und der Ansatz für
30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Inaktivierung der DNAse erfolgte anschließend für
30min bei 70 °C.
2.2.9.2 cDNA-Synthese
Das Umschreiben von mRNA in cDNA erfolgte mit Hilfe des High Capacity cDNA Re-
verse Transcription Kit von Applied Biosystems verwendet. Die Durchführung erfolgte
dabei nach Angaben des Herstellers, wobei pro Reaktion 1µg Gesamt-RNA eingesetzt
wurde.
2.2.9.3 Quantitative PCR
Die Reaktionen wurden in Triplikaten von je 20 µl Volumen angesetzt. Die zuvor erhaltene
cDNA wurde für die Reaktion im Verhältnis 1:10 mit A. bidest gemischt. Für die PCR
notwendige Komponenten wie Puffer, Nukleotide und Polymerase wurden durch einen
Real-time-Mastermix der Firma PeqLab hinzugefügt. Eine Reaktion setzt sich dabei aus
den folgenden Bestandteilen zusammen:
 10 µl peqGOLD Hot Start Real-Time Mix
 2 µl cDNA (1:10-Verdünnung)
 1 µl TaqMan-Sonde
 7 µl A. bidest
Die Durchführung der Real-time-PCR erfolgte in 96-Loch-Platten. Im Anschluss an das
Pipettieren der Proben wurde die Platte für 1 min bei 1000 x g zentrifugiert, um die
Ansätze im Gefäßboden zu sammeln. Um Verdunstung zu vermeiden, wurde die Platte
durch einen durchsichtigen Film versiegelt. Die PCR-Reaktion erfolgte in einem iCycler
iQ5 der Firma Biorad. Die Aktivierung der Polymerase wurde durch Erhitzen auf 95 °C
für 10min ermöglicht. Die Primer-Anlagerung sowie die Extension liefen in einem Schritt
bei 60 °C ab. Im Anschluss an die Extension erfolgte jeweils eine Fluoreszenzmessung mit
Hilfe des eingebauten optischen Moduls. Es erfolgten standardmäßig 40 Amplifizierungs-
zyklen. Die Auswertung wurde mit dem Programm iQ5 2.0 Standard Edition der Firma
Biorad durchgeführt.
1x 95 °C, 10min Aktivierung der Polymerase
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40x 95 °C, 15 s
60 °C, 60 s
Denaturierung der Doppelstrang-DNA
Primer-Anlagerung und Extension, anschließend
Fluoreszenzmessung
2.3 Zellbiologische Methoden
2.3.1 Isolation und Kultur von primären humanen Lymphozyten
Primäre humane mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs, Peripheral Blood
Mononuclear Cells) wurden aus sogenannten Buffy-Coats (Leukozytenfilme, englisch
buff : gelbbraun, coat : Film) gesunder Spender isoliert, welche vom Institut für expe-
rimentelle Hämatologie und Transfusionsmedizin des Universitätsklinikums Bonn be-
reitgestellt wurden. Buffy-Coats sind angereicherte Leukozytenfraktionen, die bei der
Verarbeitung von Vollblutspenden zu Erythrozytenkonzentraten und gefrorenen Frisch-
plasmaprodukten für Transfusionszwecke als Nebenprodukt entstehen. Die Isolation von
PBMCs aus Buffy-Coats erfolgte mittels einer Dichtegradientenzentrifugation. Zu diesem
Zweck wurden 15ml Ficoll (Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer), welches eine Dich-
te von 1,077 g/ml hat, in ein 50ml Falcon-Röhrchen vorgelegt. Anschließend wurde das
Ficoll vorsichtig mit 35ml des Buffy-Coats (versetzt mit circa 30% (v/v) PBS/2mM
EDTA) überschichtet und für 30min bei 800 g und RT ohne Bremse zentrifugiert. Da
Erythrozyten und Granulozyten eine höhere Dichte als Ficoll besitzen befinden sich die-
se Zelltypen am Ende der Zentrifugation als Pellet am Boden des Falcon-Röhrchens.
Im Gegensatz dazu sind PBMCs sowie Thrombozyten geringerer Dichte als Ficoll und
wandern daher nicht in die Ficoll-Phase ein. Die PBMCs, welche im Anschluss an die
Zentrifugation eine sichtbare weißgelbe Schicht auf der Ficoll-Phase bilden, wurden ab-
genommen, in ein neues 50ml Falcon-Röhrchen überführt und zwei weitere Male in 50ml
PBS/2mM EDTA gewaschen. Anschließend wurden die Zellen gezählt (Abschnitt 2.3.3)
und in PBS/2mM EDTA versetzt mit 0,5% (v/v) FBS resuspendiert.
Spezifische Zellpopulationen wurden anschließend mit Hilfe der MACS-Technologie (Ma-
gnetic Activated Cell Sorting) isoliert. Diese Technik dient der Abtrennung von bestimm-
ten Zelltypen aus einem Gemisch verschiedener Zellen und basiert auf den unterschiedli-
chen und Zelltyp-abhängigen Expressionsmustern bestimmter Oberflächenmoleküle. So-
genannte Microbeads, etwa 50 nm große magnetische Partikel, welche mit verschiedenen
Kombinationen an spezifischen Antikörpern gekoppelt sind, binden je nach Oberflächen-
expression der Moleküle von Interesse an bestimmte Zellpopulationen und ermöglichen
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so deren magnetische Auftrennung. In der hier vorliegenden Arbeit wurde die MACS-
Separation mit Hilfe eines AutoMACS Pro S/N 614 und, abhängig von gewünschtem Zell-
typ und durchzuführendem Versuch, einem der folgenden Zell-Separations-Reagenzien
(Miltenyi) durchgeführt: CD4 Microbeads (130-045-101), CD4+ T cell Isolation Kit (130-
096-533), CD8+ T cell Isolation Kit (130-096-495), NK cell Isolation Kit (130-092-657),
CD19 Microbeads (130-050-301). Die Separation wurde nach den jeweiligen Angaben des
Herstellers durchgeführt und resultierten in einem Reinheitsgrad von 90-95%.
Die so erhaltenen aufgereinigten Zellen wurden mit einer Dichte von 1-2x106/ml in VLE-
RPMI 1640+resuspendiert und für bis zu vier Tage bei 37 °C, 5% CO2 und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit in Suspension in Zellkulturflaschen kultiviert. Falls eine Positiv-Selektion
durchgeführt worden war, wurden die Zellen mindestens 48 h ruhen gelassen bevor funk-
tionale Analysen durchgeführt wurden. Für den Fall, dass aus ruhenden CD4+ T Zellen
in vitro Effektor T-Zellen generiert werden sollten, wurden Dynabeads gekoppelt mit ak-
tivierenden α-CD3/CD28-Antikörpern (OKT3, CD28.05) in einem 1:1-Verhältnis zu den
Zellen zugegeben und diese für 72 h inkubiert.
Buffy-Coats gesunder Spender wurden nach schriftlicher Genehmigung und in Abstim-
mung mit der Ethik-Kommission der Universität Bonn (lokaler Ethik-Beschluss 203/09)
sowie nach den Richtlinien der Deklaration von Helsinki zur Verfügung gestellt und ver-
wendet.
2.3.2 Kultur der T-Zelllinie Jurkat E6.1
Jurkat E6.1 T-Zellen sind humane leukämische T-Zell-Lymphoblasten welche aus der
Jurkat FHCRC-Zelllinie durch Inkubation bei 41 °C fur 48 h gewonnen wurden. Die ur-
sprüngliche Jurkat Zelllinie (auch JM genannt) wurde in den 1970er Jahren aus dem
peripheren Blut eines 14-jährigen Patienten mit akuter Leukämie isoliert und anschlie-
ßend als in vitro Modellsystem für humane T-Zellen etabliert [144]. Die in dieser Arbeit
verwendeten Jurkat E6.1 T-Zellen wurden bei ATCC erworben (TIB-152) und in RPMI
1640+ Medium bei 37 °C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit in Zellkulturfla-
schen kultiviert. Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage auf einen Titer von 2x105/ml
gesplittet und nicht über Passage 40 hinaus verwendet. Die langfristige Lagerung erfolg-
te in RPMI 1640+ Medium versetzt mit weiteren 10% FBS sowie 10% DMSO in 1ml
Aliquots mit einem Zelltiter von 5x106/ml in der Gasphase über flüssigem Stickstoff.
2.3.3 Zellzahlbestimmung
Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels Hämozytometer (Neubauer Zählkammer). Falls
nötig, wurde die Zellsupension mit PBS oder Trypanblau mit einem bestimmten Verdün-
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nungsfaktor (Vf) verdünnt. Anschließend erfolgte die Zählung und Addition der Zellen in
4 Großquadraten mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops. Aus der errechneten Summe
wurde der Mittelwert (Mw) pro Großquadrat bestimmt und die Zellzahl unter Berück-
sichtigung der Kammerkonstanten (1x104/ml) anhand folgender Formel berechnet:
Zellzahl
ml





2.3.4 Elektroporation primärer humaner CD4+ T-Zellen mit siRNA oder
Vektor-DNA
Die Transfektion von T-Zellen mit Vektor-DNA oder siRNA erfolgte mittels Elektropora-
tion, einer physikalischen Methode, welche dem Einbringen von DNA, RNA oder anderen
Makromolekülen in lebende Zellen dient [154]. Diese Technik beruht auf der Tatsache,
dass die Permeabilität von Biomembranen vorübergehend durch starke elektrische Im-
pulse erhöht werden kann, ohne Membranstrukturen auf Dauer zu schädigen oder zu
zerstören [155]. Durch die kurzfristig erhöhte Durchlässigkeit kann ein Austausch von
Stoffen erfolgen, der in diesem Fall der Aufnahme von Vektor-DNA-Konstrukten oder
siRNA-Molekülen diente, um entweder gezielt spezifische Fusionsproteine in den Zellen
überzuexprimieren oder die Expression von endogenen Proteinen durch das Prinzip der
RNA-Interferenz (RNAi), also durch den gezielten Abbau kodierender mRNAs, herun-
terzuregulieren [156].
Da sich Primärzellen oft sehr schwierig transfizieren lassen, wurde für die Transfekti-
on von primären humanen CD4+ T-Zellen ein speziell auf diese Zellen zugeschnittenes
Elektroporations-Verfahren angewendet. Hierzu wurde das Amaxa Nucleofector I (Lon-
za) System sowie das Amaxa Human T Cell Nucleofector Kit für unstimulierte Zellen
(#VPA-1002, Lonza) verwendet. Das vorgegebene Protokoll des Herstellers wurde ge-
naustens befolgt. Primäre humane CD4+ T-Zellen wurden sofort im Anschluss an ihre
Isolation aud Aufreinigung transfiziert. Bis zu 1x107 T-Zellen wurden in 100µl einer frisch
angesetzten Mischung aus Nucleofector -Lösung und -Zusatz (Mischverhältnis 4,5:1) auf-
genommen. Anschließend wurden entweder 5 µg Vektor-DNA oder 300 nM siRNA zu der
Zellsuspension hinzugegeben. Bei der Durchführung dieses Protokolls wurde stets mit
Filterspitzen gearbeitet, um die Gefahr einer Kontamination mit RNAsen zu minimie-
ren. Die 100 µl Zellsuspension wurde nun vorsichtig in eine sterile Elektroporationskü-
vette überführt und unter Verwendung des Nucleofector -Programms V24 elektroporiert.
Anschließend wurden die transfizierten Zellen in Zellkulturflaschen in VLE-RPMI 1640
versetzt mit 10% (vol/vol) FBS, jedoch ohne Antibiotika, für 24 h (Transfektion mit
Vektor-DNA) oder 48 h (Transfektion mit siRNA) kultiviert und danach für Versuche
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eingesetzt. Für den Fall einer Elektroporation mit siRNA wurde stets Renilla-Luciferase-
siRNA als Kontrolle verwendet, da deren Sequenz keine nachweisbaren Homologien zum
humanen Genom aufweist.
2.3.5 Elektroporation von Jurkat E6.1 T-Zellen mit Vektor-DNA
Für die Transfektion von Jurkat E6.1 T-Zellen mit Vektor-DNA wurden diese 24 h zuvor
auf einen Titer von 2x105/ml gesplittet und vor der Elektroporation einmal mit PBS ge-
waschen. Pro Elektroporations-Ansatz wurden 1x107 Zellen in 500µl vorgewärmtem RP-
MI 1640 versetzt mit 50% (vol/vol) FBS aufgenommen. Das entsprechende Vektor-DNA-
Konstrukt (je nach Konstrukt oder Anzahl der Konstrukte 10-30 µg DNA pro Ansatz)
wurde zugegeben und das Gemisch resuspendiert. Anschließend wurde die Zellsuspension
in eine 4mm Elektroporationsküvette überführt.
Für die Elektroporation wurde das Gene-Pulser-Xcell -System von BioRad verwendet,
das zusätzlich mit einem CE-Modul sowie einem Shock-Pod ausgestattet war. Die Zellen
wurden unter folgenden Einstellungen an diesem Gerät elektroporiert:
Programm Volt Kapazität Widerstand Küvette
Exponential 240 1500µF ∞ 4mm
Im Anschluss wurden die Zellen in 15ml RPMI 1640 Medium mit 10% FBS aber ohne
Antibiotikum aufgenommen und für weitere 24 h im Inkubator bei 37 °C, 5% CO2 und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. Daraufhin konnten die Zellen für
Versuche verwendet werden.
2.3.6 Chemische Inhibition verschiedener Enzyme oder zellbiologischer
Prozesse in Lymphozyten
Humane primäre Lymphozyten oder Jurkat E6.1 T-Zellen wurden mit verschiedenen
chemischen Inhibitoren oder Toxinen versetzt, um unterschiedliche zelluläre Prozesse
oder Enzyme zu inhibieren. Die Bezugsquellen der jeweiligen Biochemikalien sind in Ab-
schnitt 2.1.3 aufgeführt. Folgende Inhibitoren wurden verwendet: Chlorpromazin sowie
Monodansylcadaverin für die Inhibition der Endozytose, Brefeldin A sowie Exo1 für die
Inhibition von intrazellulärem Vesikeltransport und/oder Exozytose und Latrunculin A
sowie Cytochalasin D für die Inhibition der F-Aktin-Polymerisierung. Zudem wurden
zwei chemisch nicht miteinander verwandte Inhibitoren der Dynamin2 GTPase-Aktivität
verwendet (Dynasore und Dynole 34-2), um beobachtete Effekte besser einordnen zu kön-
nen und das Risiko von unspezifischen Effekten zu minimieren ([157], Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1: Strukturformeln der beiden Dynamin-Inhibitoren Dynasore und Dynole 34-
2 sowie des inaktiven Kontroll-Moleküls Dynole 31-2. Abbildung erstellt nach
Robertson et al., 2014 [157].
Mit Ausnahme von Brefeldin A und Chlorpromazin, welche in Ethanol beziehungswei-
se Wasser gelöst wurden, wurden alle Stammlösungen mit DMSO erstellt. Die Zellen
wurden, falls nicht anderweitig angegeben, bei 37 °C und 5% CO2 zusammen mit den
entsprechenden Inhibitoren in HBSS für 60min (Cytochalasin D und Latrunculin A) oder
100min (alle anderen Inhibitoren) vorinkubiert. Die Inhibitoren blieben zudem über den
Zeitraum der Versuche anwesend.
2.3.7 Immunfluoreszenzmarkierung an adhärenten Jurkat E6.1 T-Zellen
Die mikroskopische Analyse der subzellulären Lokalisation von Proteinen während der
Adhäsion und Aktivierung von T-Lymphozyten wurde mit Hilfe von Immunfluoreszenz-
Markierungen an fixierten Zellen durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden Mikrokanäle
(µ-Slide VI0.4, Ibidi) mit aktivierenden α-CD3 (10µg/ml) und α-CD28 (20µg/ml) Anti-
körpern sowie rekombinantem humanem ICAM-1-Fc beschichtet (Abschnitt 2.4.1). Jurkat
E6.1 T-Zellen (teilweise transfiziert mit Vektor-DNA-Konstrukten, Abschnitt 2.3.5) wur-
den einmal mit vorgewärmtem PBS gewaschen und in HBSS resuspendiert. 1x105 Zellen
wurden in einen Mikrokanal gegeben und, je nachdem welcher Zeitpunkt analysiert wer-
den sollte, zwischen 15min und 4 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde das HBSS
vorsichtig mit vorgewärmtem 4% (m/v) PFA in HBSS ausgetauscht und für 20min bei
RT fixiert. Daraufhin wurde der Kanal dreimal mit HBSS gewaschen. Für die Färbung
von zytoplasmatischen Proteinen mussten die Zellen nach der PFA-Fixierung zusätzlich
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mit 0,2% (v/v) Triton-X-100 in HBSS für 5min permeabilisiert werden.
Die fixierten Zellen wurden danach für eine Stunde bei RT in 3% (m/v) BSA/HBSS in-
kubiert, um unspezifische Bindestellen für Antikörper zu blockieren. Im Anschluss folgten
die Inkubation mit einem spezifischen primären Antikörper (eine Stunde bei RT) in einer
0,3% (m/v) BSA/HBSS-Lösung, ein dreimaliger Waschgang mit HBSS sowie die Inkuba-
tion mit einem entsprechenden fluorochromierten Sekundärantikörper (20min bei RT),
ebenfalls in einer 0,3% (m/v) BSA/HBSS-Lösung. Wahlweise konnten den sekundären
Antikörpern auch zusätzlich der Fluoreszenzfarbstoff DAPI zur Markierung der DNA be-
ziehungsweise des Zellkerns oder fluorochromiertes Phalloidin (10 µM, Abschnitt 2.3.10)
zur Markierung filamentösen Aktins (F-Aktin) zugegeben werden. Im Anschluss wurden
die markierten Zellen dreimal mit HBSS gewaschen und die Mikrokanäle sowie deren
Reservoirs mit HBSS befüllt, um ein Austrocknen der Proben zu verhindern. Schließlich
konnten die fixierten Zellen unverzüglich mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
(LSM) analysiert werden.
2.3.8 Analyse von Proteindynamiken und -lokalisation an lebenden Jurkat
E6.1 T-Zellen
Die mikroskopische Analyse von Proteindynamiken und -lokalisation während der T-
Zell-Adhäsion und -Aktivierung wurde an lebenden Jurkat E6.1 T-Lymphozyten durch-
geführt. Hierzu wurden die Zellen mit Vektor-DNA-Konstrukten transfiziert (Abschnitt
2.3.5) und in Mikrokanäle ausgesät (Abschnitt 2.3.7). 15min bis 4 h nachdem die Jurkat
E6.1 T-Zellen in die Mikrokanäle transferiert worden waren (je nachdem welcher Zeit-
punkt analysiert werden sollte) wurden diese mit Hilfe eines invertierten konfokalen Zeiss
5 Live LSMs, ausgestattet mit einem Plan-Fluar 100x/1.45 Öl-Immersions-Objektiv so-
wie einer Klimatisierungskammer (37 °C, 5% CO2), mikroskopiert. Hierfür wurde auf die
basale Plasmamembran der Zellen fokussiert und diese mit einer Bildrate von 0,5 bis
2Hz für eine gewünschte Dauer aufgenommen. Die erhaltene Bildsequenz konnte zudem
für weitere Analysen, wie die Erstellung eines Kymographen, herangezogen werden. Hier-
für wurde mit Hilfe des Programms ImageJ und des Plug-Ins Line-Scan-Analysis eine
segmentierte Linie über die komplette Zelle gezogen. Von dieser Linie wurde mit Hilfe
des Plug-Ins Multiple Kymograph eine kymographische Darstellung erzeugt, welche den
Bereich der Linie über die Zeit aufträgt. Somit konnte eine räumlich-zeitliche Darstellung
einzelner Proteinsignale erzeugt werden.
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2.3.9 Analyse von Proteindynamiken an lebenden Jurkat E6.1 T-Zellen
mittels FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)
Eine weitere Methode, um Proteindynamiken in lebenden Zellen mikroskopisch zu ana-
lysieren, ist die Methode Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP). Hierbei
werden die zu analysierenden Moleküle mit Fluorophoren versehen (in diesem Fall das
Protein Dynamin2 durch die Fusion an eGFP) und in bestimmten Arealen die Fluores-
zenzintensität gemessen. In diesen Arealen wird die Fluoreszenz schließlich durch einen
starken Laserimpuls irreversibel ausgeblichen und schließlich durch aus der Umgebung
eindiffundierende Moleküle, die ebenfalls an das Fluorophor gekoppelt sind, wieder rege-
neriert. Von der Geschwindigkeit sowie dem maximalen Wert dieser Regeneration lassen
sich dann Rückschlüsse auf die Diffusionsgeschwindigkeit sowie die Mobilität des Mole-
küls von Interesse ziehen.
Zunächst wurden Jurkat E6.1 T-Zellen und Mikrokanäle genauso vorbereitet wie in Ab-
schnitt 2.3.8 beschrieben. Für die FRAP-Messungen wurde dann das konfokale Mikro-
skop Olympus Fluoview1000, ausgerüstet mit einem UPLANSAPO 60x/1.35 Objektiv
sowie einer Inkubationskammer (37 °C und 5% CO2), verwendet. Die Messungen wurden
in HBSS/10mMHEPES durchgeführt. Gesunde, transfizierte Zellen wurden ausgewählt
und auf die basale Plasmamembran fokussiert. Für die Analysen wurde eine Pixelgröße
von 207 nm, die 488 nm Laser-Linie auf 0,3% Leistung sowie ein Bleichareal von 4,29µm2
eingestellt. Die Bildaufnahmen erfolgten mit 1Hz für 120 s, wobei nach 3 s das Areal von
Interesse mit der 405 nm Laser-Linie bei 100% Leistung gebleicht wurde. Für die weitere
Analyse wurde zudem auch die Fluoreszenz in zwei Kontrollregionen, einem Bereich in-
nerhalb der Zelle, welcher gleiche Strukturen umfasste, sowie einem Hintergrund-Bereich
außerhalb der Zelle, gemessen. Aufgrund auftretender Probleme wie Fokusdrift oder Aus-
bleichen der Proben während der Aufnahmen wurde eine Qualitätskontrolle für die Ana-
lyse eingeführt. Messungen wurden nur dann in die Auswertung mit einbezogen, wenn
sich die mittlere Fluoreszenzintensität der letzten vier Werte im ungebleichten Kontroll-
Areal der Zelle nicht um mehr als 15% von der mittleren Fluoreszenzintensität der drei
Anfangswerte unterschied. Für die weitere Analyse wurden die Daten in Microsoft Excel
übertragen und dabei die jeweiligen Hintergrundwerte von den Messwerten abgezogen.
Schließlich wurde die Fluoreszenzintensität für die jeweiligen Messzeitpunkte prozentual
zum durchschnittlichen Ausgangswert bestimmt und graphisch dargestellt.
2.3.10 Markierung filamentösen Aktins in fixierten sowie lebenden Zellen
Die Markierung des F-Aktin-Zytoskeletts in fixierten Zellen erfolgte mit Hilfe von Phal-
loidin, dem Toxin des Knollenblätterpilzes Amanita phalloides. Dieses Zellgift lagert sich
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spezifisch an filamentöses Aktin an und stabilisiert es, so dass dessen physiologisch rele-
vante Dynamik verhindert wird. Koppelt man diesen Stoff mit einem Fluorophor, kann
man sich diese Eigenschaft zu Nutze machen und in fixierten Zellen F-Aktin-Strukturen
gezielt für Fluoreszenz-basierte Analysetechniken sichtbar machen.
Um das F-Aktin-Zytoskelett mit Hilfe von Phalloidin in adhärenten und fixierten Jurkat
E6.1 T-Zellen zu markieren, wurde wie in Abschnitt 2.3.7 beschrieben verfahren. Die
Permeabilisierung der Zellen durch 0,2% (v/v) Triton-X-100 ist hierbei jedoch immer
notwendig, um Palloidin den Eintritt in die Zellen zu ermöglichen.
Zudem wurde das F-Aktin-Zytoskelett auch in primären CD4+ T-Zellen in Suspension
markiert. Diese wurden mit 2% (m/v) PFA/PBS für 10min bei RT in Suspension fi-
xiert. Um überschüssiges PFA abreagieren zu lassen, wurden die Ansätze mit 2% (m/v)
Glycin in PBS versetzt (Mischverhältnis 1:1) und für weitere 10min bei RT inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen in PBS wurden die Zellen mittels eines Saponin-Puffers (PBS
mit 0,1% (m/v) Saponin und 0,5% (m/v) BSA) für 10min bei 4 °C permeabilisiert und
anschließend Saponin-Puffer versetzt mit 20µM fluorochromiertem Phalloidin in einem
1:1 Verhältnis zugegeben und die Zellen für 20min bei RT in Dunkelheit inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit Saponin-Puffer und einem abschließenden Waschschritt mit
PBS konnten die primären CD4+ T-Zellen entweder mikroskopisch oder mittels Durch-
flusszytometrie analysiert werden.
Sollte jedoch die Dynamik F-Aktin-haltiger Strukturen in lebenden Zellen analysiert
werden, konnte nicht mit Phalloidin gearbeitet werden. Zu diesem Zweck wurden Jurkat
E6.1 T-Zellen mit einem Lifeact-eGFP-Konstrukt transfiziert und 24 Stunden später für
Analysen mit einem Laser-Scanning-Mikroskop verwendet (Abschnitt 2.3.5). Lifeact, ein
Peptid bestehend aus den ersten 17 Aminosäuren des aktinbindenden Proteins Abp140
aus der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae, bindet F-Aktin mit geringer Affinität, je-
doch stetig wiederholt. Aus diesem Grund greift Lifeact nachweislich nicht in die Dynamik
des F-Aktin-Zytoskeletts ein [135] und ist somit, fusioniert an ein fluoreszierendes Pro-
tein, gut geeignet für die Markierung und Analyse von F-Aktin-Strukturen in lebenden
Zellen.
2.3.11 Analyse des Integrin-Clusterings auf primären CD4+ T-Zellen
Die Akkumulation von Integrin-Molekülen auf der Zelloberfläche, auch als Integrin-
Clustering bezeichnet, ist eine Möglichkeit der Integrin-Aktivierung und wird als Va-
lenzregulation bezeichnet. Ziel dieses Prozesses ist es, die Avidität der Integrin-Moleküle
durch die Generierung multimerer Bindestellen in einem bestimmten Bereich der Zelle zu
erhöhen. In der vorliegenden Arbeit wurde das Clustering von β2-Integrinen auf primären
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humanen CD4+ T-Zellen anhand zweier unterschiedlicher Methoden analysiert.
Einerseits wurde das Clustering von β2-Integrinen auf ruhenden, unstimulierten CD4+
T-Zellen in Suspension untersucht, ohne dass Integrin-Liganden angeboten wurden. 24 h
nach der Isolation und Aufreinigung (durch eine negativ-Selektion, so dass die T-Zellen
unberührt blieben) wurden die CD4+ T-Lymphozyten für 2 h bei 37 °C und 5% CO2 in
HBSS inkubiert. Anschließend wurde PFA so zugegeben, dass eine Lösung mit einer End-
konzentration von 2% (m/v) PFA entstand. Die Zellen wurden dann für 10min bei RT in
Suspension fixiert. Um überschüssiges PFA abreagieren zu lassen, wurden die Ansätze mit
2% (m/v) Glycin in HBSS versetzt (Mischverhältnis 1:1) und für weitere 10min bei RT
inkubiert. Nach einem Waschschritt in HBSS wurden die Zellen mit einem primären mo-
noklonalen Antikörper (MEM-48), welcher spezifisch für humanes CD18 (β2-Integrin) ist,
und anschließend mit einem sekundären α-Maus-Cy3 Antikörper, jeweils gelöst in 0,3%
BSA/HBSS, für jeweils 20min bei RT inkubiert. Zwischen den Inkubationsschritten mit
den Antikörpern und im Anschluss daran wurde jeweils einmal mit HBSS gewaschen.
Die markierten Lymphozyten wurden schließlich in Mikrokanäle (µ-Slide VI0,4) ausgesät
und nachdem sie sich abgesetzt hatten mit Hilfe eines invertierten konfokalen Zeiss 5
Live LSMs, ausgestattet mit einem Plan-Fluar 100x/1.45 Öl-Immersions-Objektiv, ana-
lysiert. Hierzu wurden Z-Stapel mit einem Intervall von 300 nm aufgenommen und zu
einer Maximum-Intensitäts-Projektion zusammengesetzt. Anschließend wurde mit Hilfe
des Programmes ImageJ ein Regenbogen-Filter über die Projektionen gelegt und der
Anteil an Zellen mit Integrin-Clustern hoher Intensität (gekennzeichnet durch eine rot-
Färbung) quantifiziert.
Des Weiteren wurde das Clustering von β2-Integrinen auf lebenden T-Zellen analysiert,
wobei in diesem Fall Integrin-Liganden angeboten wurden. Primäre humane CD4+ T-
Zellen, resuspendiert in HBSS, wurden in Mikrokanälen ausgesät, deren Oberfläche ent-
weder nur mit humanem rekombinantem ICAM-1-Fc (Abschnitt 2.4.1) oder zusätzlich
noch mit aktivierenden α-CD3- (OKT3, 2µg/ml) und α-CD28-Antikörpern (CD28.05,
4 µg/ml) beschichtet worden war. Zuvor wurde CD18 auf den T-Zellen mit dem mono-
klonalen Antikörper MHM23, welcher keinen Einfluss auf die Integrin-Aktivität hat, in
Kombination mit einem sekundären α-Maus-Cy3 Antikörper markiert (siehe oben, Mar-
kierung in diesem Fall jedoch an lebenden, nicht fixierten Zellen und bei 4 °C). Die T-
Lymphozyten wurden zudem mit 1µMCFSE (Carboxyfluorescein-succinimidyl-ester) ge-
kennzeichnet, um diese für die Fluoreszenzmikroskopie sichtbar zu machen. Nachdem die
Zellen in den Mikrokanälen ausgesät worden waren, wurden sie für 45min bei 37 °C, 5%
CO2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit
Hilfe eines invertierten konfokalen Zeiss 5 Live LSMs, ausgestattet mit einem Plan-Fluar
100x/1.45 Öl-Immersions-Objektiv sowie einer Klimatisierungskammer (37 °C, 5% CO2),
analysiert. Hierzu wurden Z-Stapel mit einem Intervall von 300 nm aufgenommen und
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zu einer Maximum-Intensitäts-Projektion zusammengesetzt. Der gleiche Versuch wurde
zudem mit dem aktivierenden α-CD18-Antikörper KIM185 durchgeführt, wobei die Zel-
len hierbei nur auf ICAM-1-Fc-beschichteten Oberflächen ausgesät und entweder ohne
Zellmarkierung oder mit dem Farbstoff Fast DIO (1µg/ml) gekennzeichnet mikroskopiert
wurden. Zudem wurden hierbei zusätzlich Z-Stapel über die Zeit aufgenommen (in die-
sem Fall mit einem Intervall von 1 µm), welche anschließend mit Hilfe des Programms
ImageJ mit einem Regenbogen-Filter versehen wurden.
2.3.12 Quantifizierung der Chemokin-induzierten Polarisierung humaner
CD4+ T-Zellen
T-Zellen haben in unstimuliertem Zustand eine runde Morphologie. Werden die Lym-
phozyten jedoch mit einem Chemokin stimuliert, polarisieren sie sich. Dies bedeutet,
dass sich ihre Morphologie verändert, was die Ausbildung eines Hinterendes mit einem
Uropod sowie eines Vorderendes mit einem Leitsaum zu Folge hat. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Polarisierung von humanen T-Zellen auf zwei unterschiedliche Weisen
analysiert.
Einerseits wurde die Morphologie von T-Zellen anhand eines Phasenkontrastmikroskops
(Nikon Eclipse TE2000-E, Objektiv Plan Fluor 20x/0,45) bei 37 °C untersucht. Hierzu
wurden 1x105 humane T-Zellen in HBSS aufgenommen und in Mikrokanäle gegeben.
Falls angegeben, wurden die Zellen mit 1 µg/ml CXCL12 uniform stimuliert. Nachdem
die Zellen abgesunken waren, wurden mit Hilfe eines inversen Phasenkontrastmikroskops
(Nikon Eclipse TE2000-E, Objektiv Plan Fluor 10x/0,3) Übersichtsaufnahmen gemacht
und in ImageJ mit dem Zusatzmodul Cell Counter analysiert. Unterschieden wurde zwi-
schen einer runden unpolarisierten und einer länglich polarisierten Morphologie und die
Ergebnisse letztlich prozentual dargestellt. Pro Ansatz und Kondition wurden mindestens
500 Zellen ausgezählt.
Des Weiteren wurde die Polarisierung der T-Zellen anhand des Oberflächenmoleküls
CD44 bestimmt, welches im Rahmen der Polarisierung von Lymphozyten am Hinte-
rende der Zelle, also im Uropod, akkumuliert. Hierfür wurden 1x105 humane T-Zellen in
HBSS aufgenommen und, falls angegeben, mit 1 µg/ml CXCL12 stimuliert. 15min nach
der Stimulation wurden die Zellen mit vorgewärmtem 4% (m/v) PFA/HBSS für 10min
bei RT fixiert, anschließend mit 2% (m/v) Glycin/HBSS in einem 1:1-Mischverhältnis
versetzt und für weitere 10min bei RT inkubiert, um das PFA abreagieren zu lassen. Im
Anschluss wurden die Zellen mit HBSS gewaschen und mit einem α-CD44 Antikörper
in 0,3% (m/v) BSA/HBSS für 15min bei RT inkubiert. Daraufhin wurde ein weiteres
Mal mit HBSS gewaschen und die Zellen mit einem entsprechenden fluorochromierten
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Sekundärantikörper, ebenfalls gelöst in 0,3% BSA/HBSS, für weitere 15min bei RT in-
kubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit HBSS wurden die Zellen in 30µl HBSS
aufgenommen, in einen Mikrokanal (µ-Slide VI0.4) pipettiert und nach dem Absetzen der
Zellen mittels eines konfokalen Zeiss LSM 5 Live Mikroskops analysiert. Hierfür wurden Z-
Stapel mit 0,3 µm Intervall aufgenommen und zu einer Maximum-Intensitäts-Projektion
überlagert.
2.3.13 Differential-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie
Die Differential-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (DIC) ist eine spezielle Methode der
abbildenden Lichtmikroskopie, welche Unterschiede in der optischen Weglänge im Prä-
parat von Interesse in Helligkeitsunterschiede des resultierenden Bildes umwandelt. In
der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode mit Hilfe eines konfokalen LSMs (Olym-
pus Fluoview1000), ausgerüstet mit einem Plan Apochromat 60x/1.4 Öl-Immersions-
Objektiv sowie einer Klimakammer (37 °C und 5% CO2), durchgeführt. Primäre humane
CD4+ T-Zellen wurden in Mikroskopieschalen ausgesät, welche zuvor mit ICAM-1-Fc
oder VCAM-1-Fc beschichtet worden waren (Abschnitt 2.4.1), und für 45min in den
Schalen inkubiert. Falls angegeben, wurden die Zellen zudem mit 50 ng/ml PMA, 1 µg/ml
CXCL12 oder 5µg/ml KIM185 stimuliert. Nach der Inkubationszeit wurden die Schalen
dreimal mit warmem HBSS gewaschen und anschließend mikroskopiert.
2.3.14 Durchflusszytometrie
Bei der Methodik der Durchflusszytometrie werden Zellen in einer Kapillare vereinzelt
und mit einem Laser bestrahlt. Zuvor werden die Zellen häufig mit fluoreszenten, zellgän-
gigen Stoffen oder auch mit Fluorophor-gekoppelten Antikörpern, welche gegen bestimm-
te Proteine (meist exprimiert auf der Zelloberfläche) gerichtet sind, markiert. Nachdem
die Zellen mit dem Laser bestrahlt wurden, kann das abgelenkte Licht sowie die emittierte
Fluoreszenz verschiedener Wellenlängen detektiert und zu analytischen Zwecken heran-
gezogen werden. Auf diese Weise sind genaue Aussagen über Granularität und Größe der
analysierten Zellen, über den Anteil fluoreszierender Zellen in einer Population sowie,
anhand der Fluoreszenz-Intensität, über die relative Expressionsstärke des analysierten
Proteins oder Moleküls von Interesse möglich.
Antikörper-Markierungen wurden stets bei 4 °C oder auf Eis durchgeführt, um eine mög-
liche Endozytose der Antikörper durch die Zellen zu vermeiden. Pro Probe wurden 1x105
Lymphozyten in ein FACS-Röhrchen überführt und einmal mit PBS gewaschen. Nach
einem Zentrifugationsschritt (8min, 4 °C, 300 x g) wurde das Pellet in 50µl PBS ver-
setzt mit 1% (m/v) BSA und dem entsprechenden Antikörper aufgenommen. Die Zellen
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wurden anschließend für 15min bei 4 °C inkubiert. Für den Fall, dass nicht direkt fluo-
rochromierte primäre Antikörper verwendet wurden, musste dieser Schritt mit einem
entsprechenden fluorochromierten Sekundärantikörper wiederholt werden. Nach einem
Waschschritt in 1ml PBS wurden die markierten Zellen in 150µl PBS resuspendiert und
in einem Durchflusszytometer (FACS Canto II, BD) analysiert. Es wurden mindestens
20.000 Ereignisse pro Probe gemessen.
Eine Ausnahme bei diesem Protokoll bildeten Reporter-Antikörper für konformationsab-
hängige Integrin-Epitope (KIM127, mAb24, 327C und HUTS4), welche den Zellen bei
37 °C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchte für 30min (nach Stimulation) zugegeben
wurden. Die Immunmarkierung mit dem entsprechenden fluorochromierten sekundären
Antikörper wurde anschließend jedoch wie oben beschrieben durchgeführt.
2.4 Funktionale Analysen
2.4.1 Adhäsions-Analyse humaner Lymphozyten unter statischen
Bedingungen
Um die Integrin-vermittelte Adhäsion humaner Lymphozyten zu analysieren, wurden in
vitro-Adhäsionstests auf 2-dimensionalen Oberflächen, beschichtet mit immobilisiertem
ICAM-1-Fc, VCAM-1-Fc oder Fibronektin, durchgeführt.
Verwendet wurden in diesem Versuch Petrischalen mit einem Durchmesser von 3 cm. Der
zu beschichtende Bereich mit einer Fläche von circa 1 cm2 wurde auf der Unterseite der
Schalen mittig markiert. Die Fibronektin-Beschichtung erfolgte mit einer Lösung von
50µg/ml humanem Fibronektin in PBS. 200 µl dieser Lösung wurden in den markierten
Bereich pipettiert und für 1 h bei RT inkubiert. Anschließend erfolgte ein dreimaliges
Waschen mit vorgewärmtem HBSS (37 °C). Um Schalen mit rekombinantem ICAM-1-Fc
oder VCAM-1-Fc zu beschichten, musste zuvor ein α-human-IgG-Fcγ Antikörper auf die
entsprechend markierten Bereiche der Schalen aufgebracht werden. Dieser Antikörper
bindet in leicht basischem Milieu durch hydrophobe Wechselwirkungen an das Plastik
der Petrischale. Zudem ist er spezifisch für den Fc-Teil der Fusionsproteine und immo-
bilisiert diese somit in der richtigen Orientierung auf dem Plastik, was zu einer Anrei-
cherung von ICAM-1-Fc oder VCAM-1-Fc auf dessen Oberfläche führt. Dazu wurden
200µl eines Ziege-α-human-IgG-Fcγ Antikörpers (1:100 in 50mM Tris/HCl (pH 9,5)) auf
den zu beschichtenden Bereich aufgebracht. Nach 90min Inkubationszeit bei RT wurden
die Schalen dreimal mit Tris/HCl gewaschen und anschließend bei 4 °C über Nacht mit
2ml einer 1% (m/v) BSA/PBS-Lösung inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu
blockieren. Nachdem die Blockierlösung abgenommen worden war wurden 500µl eines
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Zellüberstandes zugegeben, welcher das entsprechende humane rekombinante Fusions-
protein (ICAM-1-Fc oder VCAM-1-Fc) enthielt. Diese Fusionsproteine bestehen aus den
extrazellulären Domänen von humanem ICAM-1 oder VCAM-1 und einem C-terminalem
Fc-Teil, zusammengesetzt aus der CH2- und CH3-Domäne von humanem IgG1. Nach ei-
ner Stunde Inkubationszeit wurde der Überstand abgenommen und die Schalen dreimal
mit vorgewärmtem HBSS gewaschen.
Schließlich wurden, je nach Experiment, verschiedene humane Lymphozyten-Typen mit
einer Zelldichte von 2x106/ml in warmem HBSS aufgenommen und je 1ml auf eine Scha-
le gegeben. Zudem konnte, falls angegeben, die Lymphozyten-Adhäsion durch Zugabe
von 50 ng/ml PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat), 1 µg/ml CXCL12, 5 µg/ml KIM185
oder Dynabeads beschichtet mit aktivierenden α-CD3/CD28 Antikörpern (1:1-Verhältnis
zu den Zellen) stimuliert werden. Die Adhäsion der Zellen erfolgte über einen Zeitraum
von 45min bei 37 °C im Inkubator. Im Anschluss wurden die Schalen dreimal mit war-
mem HBSS gewaschen, so dass idealerweise keine adhärenten Zellen mehr ausserhalb des
beschichteten Bereiches zu finden waren. Daraufhin wurden die adhärenten Zellen mit
4% (v/v) PFA in HBSS fixiert und in einem inversen Phasenkontrastmikroskop (Nikon
Eclipse TE2000-E, Objektiv Plan Fluor 10x/0,3) analysiert. Die Auszählung der adhären-
ten Zellen pro mm2 erfolgte anschließend manuell mittels ImageJ und dem Zusatzmodul
Cell Counter.
2.4.2 Adhäsions-Analyse humaner CD4+ T-Zellen unter unidirektionaler
laminarer Strömung
T-Lymphozyten müssen in vivo häufig an Stellen adhärieren, an denen laminare Strö-
mung auf sie einwirkt (beispielsweise innerhalb von Blutgefäßen während der Extravasa-
tion). Um diesem physiologischen Prozess im Labor möglichst nahe zu kommen, wurde
durch das Anwenden von Techniken der Mikrofluidik das Adhäsionsverhalten von T-
Zellen unter Strömungsbedingungen in vitro analysiert.
Zu diesem Zweck wurden Mikrokanäle (je nach Versuch entweder ein µ-Slide VI0.4 oder
Mikrokanäle der µ-slide I Luer Familie) mit den Integrin-Liganden ICAM-1-Fc und VCAM-
1-Fc beschichtet (Abschnitt 2.4.1). Die Kanäle wurden im Anschluss an die Beschichtung
mit HBSS befüllt und für 30min bei 37 °C, 5% CO2 sowie 95% relativer Luftfeuchtigkeit
äquilibriert. Falls kleine Gasblasen innerhalb der Kanäle entstanden wurden diese durch
leichtes Aufklopfen der Kanäle auf den Untergrund beseitigt. Bevor die Kanäle dann für
die Experimente verwendet werden konnten, wurden diese für 15min bei 37 °C, 5% CO2
sowie 95% relativer Luftfeuchtigkeit mit 1 µg/ml CXCL12 beschichtet.
Die unidirektionale laminare Strömung wurde mit Hilfe von Spritzen-Pumpsystemen
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(AL1000 Aladdin) generiert. Die kontrollierte Flussgeschwindigkeit wurde so eingestellt,
dass die resultierende Scherkraft an der mit Integrin-Liganden beschichteten Oberflä-
che innerhalb des Kanals je nach Versuch entweder 1 dyn/cm2 oder 2,8 dyn/cm2 be-
trug. Schließlich wurde eine Zellsuspension (5x105 bis 2x106/ml in HBSS versetzt mit
10mM HEPES) in ein Falcon-Röhrchen gefüllt und dieses mit Hilfe eines Silikonschlauchs
(Durchmesser 0,8mm) und speziellen Luer-Konnektoren mit dem Mikrokanal Luftblasen-
frei verbunden. Der Ausgang des Mikrokanals wurde dann ebenfalls über Konnektoren
der Luer-Familie und einen Silikonschlauch mit einer Spritze verbunden, welche dann
auf dem Spritzen-Pumpsystem montiert wurde. Dieses wurde im Anschluss gestartet,
was dazu führte, dass die Zellsuspension durch die Schläuche und den Mikrokanal in die
Pumpe gezogen und somit die Zellen den Integrin-Liganden unter unidirektionaler lami-
narer Strömung ausgesetzt wurden. Die Lymphozyten wurden im Folgenden für 30min
bei 37 °C in einem inversen Phasenkontrastmikroskop (Nikon Eclipse TE2000-E, Objek-
tiv Plan Fluor 20x/0,45) analysiert indem alle 20 s ein Bild aufgenommen wurde. Nach
30min wurde dann für 2min mit vorgewärmtem HBSS (versetzt mit 10mM HEPES) bei
gleichbleibender Flussgeschwindigkeit gewaschen, um nicht adhärierte Zellen zu beseiti-
gen. Im Anschluss wurde ein Bild aufgenommen und eine Endpunktanalyse durchgeführt.
Die Anzahl adhärenter Zellen pro mm2 wurde in ImageJ manuell mit dem Zusatzmodul
Cell Counter bestimmt. Zudem konnte die erhaltene Bildsequenz in ImageJ mit den Zu-
satzmodulen Manual Tracking und Chemotaxis Tool analysiert und bildlich dargestellt
werden.
2.4.3 Analyse der Migration von CD4+ T-Zellen mittels einer
modifizierten Transwell-Boyden-Kammer
Mit diesem Versuch wurde die Chemotaxis humaner CD4+ T-Zellen durch eine poröse
Membran analysiert.
Der Versuch wurde unter Verwendung von modifizierten Transwell -Boyden-Kammern
durchgeführt ([158], Costar, Corning). Diese Kammern sind aus zwei Kompartimenten
aufgebaut, welche nur durch eine Membran aus Polycarbonat getrennt sind. Die ein-
zige Verbindung zwischen den beiden Kompartimenten besteht aus 3 µm großen Poren
innerhalb dieser Membran.
Pro Ansatz wurden 5x105 humane CD4+ T-Zellen in VLE-RPMI 1640 Hungermedium+
(100µl) aufgenommen und in das obere Kompartiment überführt, welches einen Durch-
messer von 6,5mm hatte. Das untere Kompartiment wurde ebenfalls mit VLE-RPMI
1640 Hungermedium+ (600µl) befüllt, jedoch versetzt mit 200 ng/ml CXCL12.
Für jeden zu analysierenden Ansatz wurden mindestens zwei technische Replikate gefer-
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tigt. Als Negativkontrolle dienten Ansätze, denen kein Chemokin zugegeben wurde. Die
Kammern mit den Zellen wurden schließlich für 4 h bei 37 °C, 5% CO2-Gehalt und 95%
relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die oberen Kompartimen-
te entfernt und die transmigrierten Zellen, welche sich nun im unteren Kompartiment
befanden, mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer ausgezählt. Die Migrationsrate wurde
anschließend prozentual zur jeweils eingesetzten Zellzahl angegeben.
2.4.4 Analyse der Migration humaner CD4+ T-Zellen auf 2-dimensionalen
Integrin-Liganden
In diesem Versuch wurde die Fähigkeit humaner CD4+ T-Zellen untersucht, auf einer
mit Integrin-Liganden beschichteten 2-dimensionalen Oberfläche zu migrieren.
Zu diesem Zweck wurden Mikrokanäle (µ-Slide VI0.4) mit ICAM-1-Fc oder VCAM-1-Fc
beschichtet (Abschnitt 2.4.1). Nach erfolgter Beschichtung wurden die Mikrokanäle mit
HBSS befüllt und anschließend für 1 h bei 37 °C, 5% CO2-Gehalt und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit im Inkubator äquilibriert. Anschließend wurden 1x105 humane CD4+
T-Zellen in 30µl HBSS aufgenommen und in die entsprechenden Mikrokanäle pipettiert.
Falls angegeben, wurde die Chemokinese der Zellen mit einer uniformen Zugabe von
1 µg/ml CXCL12 stimuliert. Die Lymphozyten wurden anschließend mit einem Phasen-
kontrastmikroskop (Nikon Eclipse TE2000-E) bei 37 °C analysiert. Mit einem Plan Fluor
20x/0,45 Objektiv wurde für einen Zeitraum von 30min alle 15 s ein Bild aufgenom-
men. Die so erhaltene Bildsequenz wurde mit Hilfe von ImageJ und den Zusatzmodulen
Manual Tracking und Chemotaxis Tool ausgewertet.
2.4.5 Analyse der Migration humaner CD4+ T-Zellen in 3-dimensionalen
Kollagen-Gelen
Um die Migration von Lymphozyten durch interstitielle Gewebe, wie sie in vivo häufig
vorkommt, besser in vitro simulieren zu können, wurden T-Zellen in einem 3-dimensionalen
Kollagen-Gel eingebettet und ihre Migration innerhalb dieser räumlich beengenden Um-
gebung analysiert.
Die Fertigung des Kollagen-Zell-Gemisches wurde ähnlich wie bereits beschrieben durch-
geführt [159]. 50µl NaHCO3 (7,5%), 100 µl 10xHBSS sowie 750µl Kollagen I wurden
vorsichtig auf Eis zusammenpipettiert. Anschließend wurden für die einzelnen Ansätze
200µl des Kollagen-Gemisches mit 100µl einer Zellsuspension (insgesamt 2x106 humane
CD4+ T-Zellen in HBSS) behutsam vermengt und in Immunfluoreszenzkammern (µ-Slide
8-Loch) überführt. Die Polymerisation des Gels erfolgte nun für 60min bei 37 °C im In-
kubator. Nachdem es auspolymerisiert war, wurden auf das Kollagen-Gel 200 µl HBSS
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pipettiert, so dass das komplette Gel mit Puffer bedeckt und vor Austrocknung geschützt
war. Falls angegeben, wurde dem Kollagen-Zell-Gemisch sowie dem überdeckenden Puf-
fer der Inhibitor Dynasore uniform zugegeben, was die Inhibition der GTPase-Aktivität
von Dynamin2 zur Folge hatte. Zudem konnte mit der uniformen Zugabe des Chemokins
CXCL12 (1µg/ml) in Kollagen-Gel und HBSS eine ungerichtete Chemokinese der Zellen
stimuliert werden.
Die optische Analyse der Migration der im Kollagen-Gel eingebetteten Zellen erfolgte in
einem inversen Phasenkontrastmikroskop (Nikon Eclipse TE2000-E, Objektiv Plan Fluor
20x/0,45) bei 37 °C für 30min. Alle 20 s wurde ein Bild aufgenommen und die erhaltene
Bildserie mit ImageJ und den Zusatzmodulen Manual Tracking sowie Chemotaxis Tool
ausgewertet.
2.5 Proteinbiochemische Methoden
2.5.1 Herstellung von Zelllysaten und Bestimmung der
Proteinkonzentration
Die zu untersuchenden Zellen wurden, falls sie zuvor noch in FBS-haltigem Medium
und nicht schon in Puffer resuspendiert waren, einmal in kaltem HBSS gewaschen und
das Pellet nach einer Zentrifugation (5min bei 4 °C und 300 x g) vorsichtig in Igepal-
Lysepuffer resuspendiert. Der Igepal-Lysepuffer wurde zuvor noch mit den Proteaseinhi-
bitoren Benzamidin (1mM), Antipain (2 µg/ml), PMSF (0,1mM), Aprotinin (10µg/ml)
und Leupetin (10µg/ml) versetzt. Die Zellen wurden anschließend für 15min auf Eis ly-
siert. Für den Fall, dass Proteine in phosphoryliertem Zustand analysiert werden sollten,
wurde anstelle von Igepal-Lysepuffer MRC-Lysepuffer verwendet, welcher Phosphatase-
Inhibitoren beinhaltet und ebenfalls frisch mit Proteaseinhibitoren versetzt wurde. Im
Anschluss an die Zelllyse wurden die Proben bei 16.000 x g und 4 °C für 15min zentri-
fugiert, um unlösliche Bestandteile der Zellen wie Kerne und Membranen zu pelletieren.
Das Pellet wurde verworfen und der Überstand, welcher die gelösten Proteine enthielt,
in ein neues Polypropylen-Reaktionsgefäß überführt.
Da bei den folgenden Analysen verschiedene Proben direkt miteinander verglichen wer-
den sollten, musste im Anschluss an die Zelllyse eine Messung der Proteinkonzentration
des Lysats durchgeführt werden. Dies erfolgte mittels eines BCA-Tests [160]. Diese Me-
thode beruht auf der als Biuretreaktion bekannten Reduktion von Cu2+ zu Cu+ durch
die Aminosäurereste von Cystein, Tyrosin sowie Tryptophan. Die im BCA-Reagenz ent-
haltene Bicinchoninsäure bildet mit Cu+ daraufhin einen farbigen Komplex, dessen Ab-
sorptionsmaximum bei 562 nm liegt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde
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an mindestens zwei technischen Replikaten durchgeführt. Je 3µl der zu testenden Pro-
teinlösung wurden mit 200 µl frisch hergestelltem BCA-Reagenz gemischt und in einer
96-Loch-Platte für 10 min bei 65 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Absorption bei
562 nm mit einem Multi-Detektions-Plattenlesegerät gemessen. Durch einen Vergleich des
gemittelten Messwertes mit einer Eichkurve aus Lösungen bekannter Konzentrationen ei-
nes BSA-Proteinstandards, welche ebenfalls auf die 96-Loch-Platte aufgetragen worden
waren, wurde die Gesamtproteinkonzentration schließlich berechnet.
Im Anschluss wurden die Zelllysate entweder direkt verwendet oder bei -20 °C gelagert.
Igepal-Lysepuffer MRC-Lysepuffer
10mM HEPES pH 7,5 50mM Tris-HCl
10mM KCl 1mMEGTA
10mM MgCl2 1mM EDTA
150mM NaCl 10mM β-Glycerolphosphat






Unterschiedliche Proteine haben sehr unterschiedliche Ladungen, da sie aus verschiede-
nen Aminosäuren zusammengesetzt sind. Diese Ladungen müssen daher nivelliert werden,
wenn die Proteine in einem elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt
werden sollen. Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) geschieht dies
durch Zugabe des anionischen Tensids Natriumdodecylsulfat (SDS) in den Probenpuffer.
Dieser lagert sich an die Proteine an, maskiert deren Eigenladung und sorgt für eine
konstante, stark negative Gesamtladung des Proteins, welche sich proprtional zu dessen
Masse verhält. Die Wanderungsgeschwindigkeit der SDS/Protein-Komplexe im elektri-
schen Feld ist somit abhängig von ihrem Molekulargewicht. Zudem denaturiert SDS die
Proteine, indem es hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Proteinuntereinheiten
aufhebt. Da Disulfidbrücken durch SDS nicht gelöst werden, enthält der Probenpuffer
zusätzlich das reduzierende Thiol Dithiotreitol (DTT), welches diese durch Reduktion
spaltet.
In der vorliegenden Arbeit wurden, je nach Größe des Proteins von Interesse, SDS-
Polyacrylamid-Trenngele mit Konzentrationen von 8 bis 12% verwendet. Auf diese wur-
den Proteinkonzentrationen zwischen 10 und 50µg pro Zelllysat von Interesse geladen.
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Für eine Optimierung der Bandenschärfe wurde mit einem diskontinuierlichem Puffersys-
tem gearbeitet, bei welchem über das eigentliche Trenngel ein weiteres, zur Konzentrie-
rung der Proteine gedachtes Sammelgel gegossen wurde [161]. Das Sammelgel besitzt eine
geringere Polyacrylamidkonzentration als das Trenngel und einen niedrigeren pH-Wert.
Im Trenngel erfolgt dann die Auftrennung nach dem Molekulargewicht der Proteine. Als
Elektrolyt wurde ein SDS-haltiger Tris-Glycin-Puffer eingesetzt. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 80V im Sammelgel und 120V im Trenngel.
Um das Molekulargewicht der Proteine innerhalb des Gels abschätzen zu können, wurde
zusätzlich ein Proteinstandard aufgetragen. Verwendet wurde hierfür der Proteinstandard
Precision All Blue von BioRad. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffersysteme
sowie der verschiedenen Polyacrylamidgele sind im Folgenenden aufgelistet:
Probenpuffer Laufpuffer
0,28M Tris-HCl pH 8 25mM Tris
30% Glycerol 200mM Glycin
10% SDS 0,1% SDS
60mM DTT
0,0012% Bromphenol-Blau
Sammelgel 5% Trenngel 8% Trenngel 10% Trenngel 12%
A. bidest 3,4ml 2,3ml 1,9ml 1,6ml
Tris-HCl-Puffer1 0,63ml 1,3ml 1,3ml 2,0ml
30% Acrylamid 0,83ml 1,3ml 1,7ml 1,3ml
10% SDS 0,05ml 0,05ml 0,05ml 0,05ml
APS 0,05ml 0,05ml 0,05ml 0,05ml
TEMED 0,005ml 0,003ml 0,002ml 0,002ml
2.5.3 Western-Blot
Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die Proteine, welche sich nach dem Molekular-
gewicht aufgetrennt innerhalb des Polyacrylamid-Gels befanden, im Nassblotverfahren
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert [162]. Diese Methode dient der Immobilisie-
rung der Proteine auf der Nitrozellulose und ermöglicht einen anschließenden spezifischen
Nachweis von bestimmten Proteinen durch eine Immunmarkierung.
Die Nitrozellulosemembran, das Gel, 3mm-Whatman-Filterpapiere sowie Schwämme wur-
den in Transferpuffer (25mM Tris, 192mM Glycin, pH 8,3 in 20% (v/v) Methanol) ge-
tränkt. Auf einen Schwamm wurden 3 Filterpapiere, die Nitrozellulose, das Gel, weitere
1Für die Trenngele wurde 1,5 M Tris-HCl-Puffer pH 8,8 verwendet, für das Sammelgel 1,0 M Tris-HCl-
Puffer pH 6,8
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3 Filterpapiere sowie ein weiterer Schwamm gelegt. Entstandene Luftblasen wurden ent-
fernt und der Aufbau wurde schließlich in eine Nassblot-Kammer eingesetzt, welche zuvor
mit Transferpuffer gefüllt worden war. Der Transfer erfolgte bei 80V für 120min bei 4 °C.
Die Proteine wandern dabei im elektrischen Feld Richtung Anode auf die Membran und
werden dort immobilisiert.
2.5.4 Immunbiochemischer Nachweis von Proteinen auf Blotmembranen
Auf den Western-Blot folgte eine Immunmarkierung der Proteine von Interesse auf der
Nitrozellulosemembran. Hierfür wurde die Membran für 10min in TBST (10 mM Tris pH
8,0, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20) gewaschen und anschließend in einer Blockierlösung
(5% (m/v) Milchpulver oder BSA in TBST) für 1 h bei RT unter Bewegung inkubiert.
Dies dient dem Blockieren unspezifischer Bindestellen des Antikörpers und minimiert
somit das Hintergrundrauschen bei der Auswertung des Versuches. Antigen-spezifische
primäre Antikörper wurden je nach verwendetem Typ in Verdünnungen zwischen 1:50
und 1:1000 in 5% (m/v) Milchpulver/TBST beziehungsweise BSA/TBST eingesetzt und
bei 4 °C unter ständiger Bewegung über Nacht inkubiert. Im Anschluss wurde die Nitro-
zellulosemembran mindestens dreimal für 10min bei RT in TBST gewaschen. Daraufhin
wurde der sekundäre Antikörper in einer Verdünnung von 1:5000 in TBST für weitere
45min bei RT auf den Blot gegeben. Sekundäre Antikörper erkennen den speziesspezifi-
schen Teil der konstanten Region eines primären Antikörpers und waren in diesem Fall
mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt. Es folgten drei weitere Wasch-
schritte in TBST für jeweils 10min bei RT. Schließlich wurde die markierte Membran
für 1min mit frisch angesetzter ECL-Lösung (verbesserte Chemilumineszenz) inkubiert.
Der Peroxidase-gekoppelte Antikörper katalysiert in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid
die Oxidation von Luminol (beides ist in der ECL-Lösung enthalten) und erzeugt somit
Chemilumineszenz. Ein strahlungssensitiver Film wurde daraufhin auf die Membran auf-
gelegt. Der erhaltene Schwärzungsgrad gab schließlich Auskunft über die Anwesenheit
sowie die relative Menge des untersuchten Proteins. Die Quantifizierung der relativen
Proteinmengen erfolgte mit Hilfe der Gel Analyzer Funktion des Programms ImageJ.
2.5.5 Regeneration von Proteinblots
Nitrozellulosemembranen, mit denen bereits ein immunbiochemischer Nachweis eines be-
stimmten Proteins durchgeführt worden war, wurden teilweise für weitere Antikörperfär-
bungen verwendet. Dafür musste der zuvor gebundene Antikörper entfernt werden. Die
spezifische Bindung zwischen Antigen und Antikörper wurde mit Hilfe eines speziellen
Puffers gelöst, welcher jedoch keinen Einfluss auf die Immobilisierung des Proteins selbst
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an die Nitrozellulosemembran hat. In diesem so genannten Stripping-Puffer wurde die
Nitrozellulosemembran für 15min bei 150 °C erhitzt. Anschließend wurde die Membran
bei RT für mindestens 2 h unter mehrfachem Wechsel von TBST gewaschen.
Stripping-Puffer
A. bidest 73,75ml
1 M Tris-HCl, pH 6,8 6,25ml
SDS 10% 20ml
β-Mercaptoethanol 0,8ml
2.5.6 Biochemischer Pulldown aktivierter kleiner GTPasen
Kleine GTPasen befinden sich in einem aktiven Zustand wenn sie an GTP (Guanosintri-
phosphat) gebunden sind, in inaktivem Zustand sind sie an GDP (Guanosindiphosphat)
gebunden. Um die Aktivierung kleiner GTPasen zu analysieren, kann man sich dies zu
Nutze machen, indem man Domänen von Effektor-Proteinen für einen biochemischen
Pulldown verwendet, welche nur an die GTP-gebundene Form der GTPase binden. In
der vorliegenden Arbeit wurden dafür kommerzielle Reaktionssysteme (Kits) verwendet
und das entsprechende Protokoll des Herstellers (ThermoFisher Scientific) befolgt.
Humane CD4+ T-Zellen wurden in Suspension (HBSS) mit verschiedenen Stimuli ak-
tiviert und nach der entsprechenden Inkubationsphase bei 37 °C, 5% CO2-Gehalt und
95% relativer Luftfeuchtigkeit im Inkubator abzentrifugiert (100 x g für 5min bei 4 °C).
Im Anschluss wurde der Überstand abgenommen und das Zellpellet mit dem im Kit
enthaltenen Bindungs-/Wasch-/Lyse-Puffer (BWL-Puffer) für 5min auf Eis lysiert. Der
BWL-Puffer wurde zuvor noch mit den Proteaseinhibitoren Benzamidin (1mM), Anti-
pain (2µg/ml), PMSF (0,1mM), Aprotinin (10µg/ml) und Leupetin (10µg/ml) versetzt.
Ab diesem Zeitpunkt wurden alle folgenden Schritte bei 4 °C oder auf Eis durchgeführt.
Die Proben wurden bei 16.000 x g für 15min abzentrifugiert und das Pellet verworfen.
Nun wurde ein BCA-Test durchgeführt, um die Proteinkonzentration der Proben zu be-
stimmen (Abschnitt 2.5.1). Im Anschluss wurde für jede Probe eine bestimmte Menge
an Zelllysat abgenommen (wenn möglich 20 µg), um diese später als Input-Kontrolle für
die Western-Blot Analyse zu verwenden. Der Rest der Zelllysate wurde nun für den Pull-
down aktivierter kleiner GTPasen eingesetzt, wobei die zu vergleichenden Proben im
Gesamtprotein-Gehalt angeglichen wurden.
Für den Pulldown wurden zunächst 100µl einer 50% (m/v) Glutathion-Granulat Sus-
pension in ein Zentrifugations-Siebchen pipettiert, abzentrifugiert und einmal mit BWL-
Puffer gewaschen. Anschließend wurden 20µg der Fusionsproteine GST-RalGDS-RBD
(bei einem Pulldown von Rap1 oder Ras) beziehungsweise GST-Pak1-PBD (bei einem
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Pulldown von Rac1) auf das trockene Glutathion-Granulat pipettiert. GST (Glutathion-
S-Transferase) bindet mit hoher Affinität an Glutathion, was zu einer Immobilisierung
der entsprechenden Fusionsproteine sowie aller an diese gebundenen Proteine an dem
Glutathion-Granulat führt. Im Anschluss konnten die Zelllysate zugegeben werden und
nachdem die Proben mit einem Vortexer gemixt worden waren wurden sie für 1 h bei
4 °C sowie unter schonendem Rütteln inkubiert. Danach wurde das Zelllysat abzen-
trifugiert und das Glutathion-Granulat dreimal mit BWL-Puffer gewaschen. Das ge-
bundene Protein wurde schließlich bei RT durch Zugabe von 2 x SDS-Probenpuffer ver-
setzt mit 5% (v/v) β-Mercaptoethanol von dem Glutathion-Granulat eluiert und mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und anschließendem Western-Blot analysiert (Ab-
schnitte 2.5.2 und 2.5.3).
2.5.7 Co-Immunpräzipitation
Für die Analyse einer direkten Interaktion zwischen Proteinen wurde die Methodik der
Co-Immunpräzipitation (Co-IP) verwendet, welche darauf beruht, ein Protein von In-
teresse inklusive seiner Interaktionspartner mittels immobilisierter Antikörper aus einem
Zelllysat zu depletieren.
Zu diesem Zweck wurden Protein G- oder Protein A-beschichtete magnetische Kügelchen
(Dynabeads, 50µl einer Suspension) mit 2 µg eines entsprechenden primären Antikörpers
gegen das Protein von Interesse für 1 h bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Als Ne-
gativkontrolle wurde stets ein vergleichbarer unspezifischer Isotyp verwendet. Protein G
sowie A haben eine hohe Affinität für die Fc-Regionen von Immunglobulinen des Iso-
typs IgG und sind somit gut dafür geeignet Antikörper zu immobilisieren. Im Anschluss
an die Inkubation mit dem Antikörper wurden die Dynabeads dreimal mit Hilfe eines
Magnetständers in IP-Puffer gewaschen, welcher zuvor mit den Proteaseinhibitoren Benz-
amidin (1mM), Antipain (2µg/ml), PMSF (0,1mM), Aprotinin (10µg/ml) und Leupetin
(10 µg/ml) versetzt worden war.
Humane CD4+ T-Zellen wurden in Suspension (HBSS) mit verschiedenen Stimuli ak-
tiviert und nach der entsprechenden Inkubationsphase bei 37 °C, 5% CO2-Gehalt und
95% relativer Luftfeuchtigkeit im Inkubator abzentrifugiert (300 x g für 5min bei 4 °C).
Im Anschluss wurde der Überstand abgenommen und das Zellpellet mit IP-Puffer (ver-
setzt mit Proteaseinhibitoren) für 15min auf Eis lysiert. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle
folgenden Schritte bei 4 °C oder auf Eis durchgeführt. Die Proben wurden bei 16.000 x g
für 15min abzentrifugiert und das Pellet verworfen. Nun wurde ein BCA-Test durch-
geführt um die Proteinkonzentration der Überstände zu bestimmen (Abschnitt 2.5.1).
Im Anschluss wurde für jede Probe eine bestimmte Menge an Zelllysat abgenommen
(wenn möglich 20µg), um diese später als Input-Kontrolle für die Western-Blot Analyse
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zu verwenden. Der Rest der Zelllysate wurde nun für die Co-IP mit den Antikörper-
beschichteten Dynabeads eingesetzt, wobei gleiche Mengen für die jeweiligen Proben ein-
gesetzt wurden.
Die Co-IP erfolgte dann für 4 h bei 4 °C auf einem Drehrad. Im Anschluss daran wurden
die Dynabeads mit Hilfe eines Magnetständers fünfmal in IP-Puffer gewaschen. Die Elu-
tion erfolgte mit 20µl 2 x SDS-Probenpuffer versetzt mit 5% (v/v) β-Mercaptoethanol
und anschließendem Aufkochen bei 95 °C für 7min. Abschließend wurde die Co-IP mit-










Daten, die bei den Messungen erhoben wurden, sind meist als Mittelwert +Standardfehler
(S.E.M.) oder +/- Standardabweichung (S.D.) von n unabhängigen Experimenten darge-
stellt (genaue Angaben befinden sich in den jeweiligen Abbildungslegenden). Die Signi-
fikanz wurde mit Hilfe des Programms GraphPad Prism unter Verwendung des t-Tests
für abhängige oder unabhängige Stichproben überprüft. Von einer statistischen Signifi-
kanz wurde bei einem Wert von P5 0,05 ausgegangen.
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3.1 Humane CD4+ T-Zellen als Modellsystem zur Analyse
der Immunzelladhäsion
Das Immunsystem, ein dezentralisiertes Organ, ist in seiner Funktion stark abhängig von
der koordinierten Dynamik seiner zellulären Hauptbestandteile, den Leukozyten. Um
Infektionen überall im Körper effizient erkennen und diese schließlich in sekundären lym-
phatischen Organen wie den Lymphknoten melden zu können, müssen Immunzellen eine
hohe Mobilität aufweisen und schnell auf Stimuli reagieren, welche diese Dynamik beein-
flussen. Während an manchen Punkten in dieser Kaskade eine persistente und gerichtete
Migration notwendig ist, wie sie beispielsweise nach der Aktivierung von dendritischen
Zellen in der Peripherie beobachtet werden kann, muss an anderen Stellen eine sofortige
Immobilisierung der Immunzellen erreicht werden, zum Beispiel während der Extravasati-
on von Leukozyten aus den Blutgefäßen. Dementsprechend muss das Zusammenspiel von
zellulärer Motilität und Adhäsion in Leukozyten streng reguliert und zügig zu beeinflussen
sein. Dies geschieht in Immunzellen vor allem über die Regulation von Adhäsionsrezepto-
ren der Integrin-Familie. In der vorliegenden Arbeit sollte die Funktion der großen GTP-
ase Dynamin2 in diesem Regulationsprozess mit Hilfe von in vitro-Versuchen untersucht
werden. Als Modellsystem wurden hierfür vorzugsweise primäre humane CD4+ T-Zellen
im Ruhezustand verwendet. Diese Zellen eignen sich besonders gut für die Analyse von
Integrin-vermittelter Zelladhäsion, da sie in ihrem Anhaftungsverhalten von der Bereit-
stellung externer Integrin-Liganden abhängig sind und nicht, wie viele andere Zelltypen,
auf reinem Plastik adhärieren können (Abbildung 3.1 A). Zudem müssen die Integrine
von T-Lymphozyten zuerst durch externe Stimuli aktiviert werden, um an ihre Liganden
zu binden (Abbildung 3.1 B). Die Kombination dieser beiden Verhaltensmuster machen
T-Lymphozyten zu einem perfekten Modellsystem zur Analyse Integrin-vermittelter Ad-
häsion, da spezifische Paarungen von Integrinen und ihren Liganden im Kontext spezieller
Adhäsions-induzierender Stimuli untersucht werden können.
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Abbildung 3.1: Humane CD4+ T-Zellen sind ein gutes Modellsystem zur Analyse von
Integrin-vermittelter Adhäsion. (A) Schema eines Versuchsaufbaus zur Analyse von
Integrin-abhängiger Adhäsion unter statischen Bedingungen. Das Zentrum einer Petri-
schale wird mit einem Integrin-Liganden beschichtet während die Peripherie unbeschich-
tet bleibt. Die Phasenkontrast-Aufnahmen zeigen die Grenzfläche zwischen beschichteter
und unbeschichteter Oberfläche mit PMA-stimulierten adhärenten CD4+ humanen T-
Zellen, welche in ihrer Adhäsion von der Präsenz von Integrin-Liganden abhängen und
somit nur auf dem beschichteten Areal anhaften. (B) Phasenkontrast-Aufnahmen adhä-
renter CD4+ T-Zellen auf ICAM-1-Fc. Die Zellen müssen stimuliert werden (in diesem
Fall mit 50 ng/ml PMA) um an dem angebotenen Integrin-Liganden anzuhaften. Abbil-
dung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
3.2 Dynamin2-Expression und -Lokalisation in humanen
CD4+ T-Zellen
In Säugetieren werden drei unterschiedliche Isoformen von Dynamin exprimiert. Nah ver-
wandte Protein-Isoformen können sich zum Teil in ihrer Funktion überschneiden. Da in
der vorliegenden Arbeit die spezifische Rolle von Dynamin2 bei der Immunzelladhäsi-
on untersucht werden sollte, wäre ein Modellsystem von Interesse, welches vorzugsweise
nur Dynamin2 exprimiert. Dies würde das Risiko minimieren, dass eventuell auftretende
Effekte in Dynamin2-defizienten Zellen durch andere Dynamin-Isoformen kompensiert
werden könnten. Interessanterweise konnte mit Hilfe quantitativer Real -time-PCR ge-
zeigt werden, dass in humanen primären CD4+ T-Lymphozyten nur Dynamin2 expri-
miert wird, während die Isoformen Dynamin1 und Dynamin3 nicht nachgewiesen werden
konnten (Abbildung 3.2 A). Des Weiteren konnte mittels konfokaler Laser -Scanning-
Mikroskopie (LSM) eine interessante Lokalisation von Dynamin2-eGFP, überexprimiert
in der humanen CD4+ T-Zelllinie Jurkat E6.1, beobachtet werden. Unmittelbar nach der
Stimulation der Jurkat E6.1 T-Zellen durch aktivierende Antikörper und deren anschlie-
ßender Adhäsion auf dem Integrin-Liganden ICAM-1-Fc reicherte sich Dynamin2-eGFP
in Cluster -ähnlichen Strukturen an der basalen Plasmamembran an, also dem Teil der
Zelle, an dem die Adhäsion stattfindet und zu großen Teilen mechanisch reguliert wird
(Abbildung 3.2 B). Eine solche Lokalisation könnte für eine Funktion des Proteins bei
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Abbildung 3.2: Dynamin2 wird in humanen CD4+ T-Zellen exprimiert und lokalisiert in ad-
härenten Zellen in Clustern an die basale Plasmamembran. (A) Quantitative Re-
al-time-PCR Analyse der mRNA-Expression von Dynamin1, Dynamin2 und Dynamin3
in primären humanen CD4+ T-Lymphozyten im Ruhezustand. Mittelwert +S.E.M.,
***P5 0,001, n=5. (B) Aufnahme einer Jurkat E6.1 T-Zelle, welche Dynamin2-eGFP
sowie den F-Aktin-Marker Lifeact-RFP überexprimiert. Die Zelle wurde auf einer mit
ICAM-1-Fc sowie α-CD3- (10 µg/ml) und α-CD28-Antikörpern (20µg/ml) beschichteten
Oberfläche ausgesät und für 15min darauf inkubiert. Das Bild wurde mit einem konfoka-
len Laser -Scanning-Mikroskop mit Fokus auf die basale Plasmamembran aufgenommen.
Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
3.3 Dynamin2 reguliert die statische Integrin-vermittelte
Adhäsion humaner Lymphozyten
Um den Einfluss der großen GTPase Dynamin2 auf die Integrin-vermittelte Adhäsion
von T-Lymphozyten zu untersuchen, wurden zunächst Adhäsionsversuche unter stati-
schen Bedingungen durchgeführt. Hierfür wurde der mittlere Bereich von Petrischalen
mit einem Integrin-Liganden beschichtet und primäre humane CD4+ T-Zellen für 45min
darauf inkubiert (Abbildung 3.1). Schließlich wurde die Anzahl adhärenter Lymphozyten
pro mm2 bestimmt. Die GTPase-Aktivität von Dynamin2 wurde durch die Zugabe des
kleinen zellpermeablen Inhibitors Dynasore chemisch außer Kraft gesetzt [164], wobei
die Kontrollzellen nur mit der entsprechenden Menge Dimethylsulfoxid (DMSO) ver-
setzt wurden, dem verwendeten Lösungsmittel für Dynasore. Wie in Abbildung 3.3 zu
sehen ist, führte die chemische Inhibition der Dynamin2 GTPase-Aktivität durch Dyna-
sore zu einer massiven Störung der Integrin-abhängigen Adhäsion von humanen CD4+
T-Zellen. Dies wurde sowohl für die LFA-1-vermittelte (Leukocyte Function-associated
Antigen 1 ) Adhäsion auf ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule 1 ) als auch für die
VLA-4-vermittelte (Very Late Antigen 4 ) Adhäsion auf VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule 1 ) beobachtet. Zudem wurden unterschiedliche Adhäsions-induzierende Stimuli
verwendet, welche über verschiedene intrazelluläre Signalkaskaden zur Adhäsion führen.
PMA, ein Strukturanalog zu Diacylglycerol, ist zellpermeabel und wirkt über die Ak-
tivierung der Proteinkinase C auf das Adhäsionsverhalten von Zellen. Die Induzierung
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der Adhäsion mit diesem Molekül wurde durch Dynasore stark beeinträchtigt (Abbil-
dung 3.3 A, D). Auch die Aktivierung der T-Zelladhäsion durch das Chemokin CXCL12,
welches über den Chemokinrezeptor CXCR4 und das daran gekoppelte heterotrimere
G-Protein eine Signalkaskade in Gang setzt, wurde durch die chemische Inhibition von
Dynamin2 massiv herabgesetzt (Abbildung 3.3 B, D). Zudem wurde die Adhäsion von
T-Lymphozyten induziert durch Signale des T-Zell-Rezeptor-Komplexes und seiner Co-
Stimulatoren, wie sie durch die Zugabe von aktivierenden Antiköpern (gerichtet gegen
CD3 und CD28) induziert wurden, ebenfalls durch die Anwesenheit von Dynasore gestört
(Abbildung 3.3 C).
Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass auch die PMA-induzierte Adhäsion von
humanen CD4+ T-Zellen auf Fibronektin, einem Bestandteil der extrazellulären Matrix,
von der Dynamin2 GTPase-Aktivität abhängig war (Abbildung 3.4 A). Dynasore ist ein
zellpermeabler und schnell wirkender Inhibitor, welcher während der Versuche anwesend
sein muss und schnell ausgewaschen werden kann. Um toxische Effekte auszuschließen
und zu überprüfen, ob T-Zellen nach einer Inkubation mit Dynasore und dessen anschlie-
ßender Entfernung wieder ein ungestörtes Adhäsionsverhalten aufweisen, wurden CD4+
T-Zellen für 90min mit Dynasore inkubiert, anschließend gewaschen und schließlich in
einem statischen Adhäsionsversuch eingesetzt. Wie erwartet adhärierten die mit Dyna-
sore vorinkubierten und anschließend gewaschenen Zellen mit gleicher Effizienz wie die
mit DMSO inkubierten Kontrollzellen (Abbildung 3.4 B).
Da bisher nur der Einfluss von Dynamin2 auf die Adhäsion von primären humanen CD4+
T-Zellen untersucht wurde, stellt sich die Frage, ob auch andere Lymphozyten-Typen
in ihrer Integrin-vermittelten Adhäsion von der Aktivität der großen GTPase abhängig
sind. Aus diesem Grund wurden weitere statische Adhäsionsversuche auf den Integrin-
Liganden ICAM-1-Fc und VCAM-1-Fc durchgeführt. So konnte gezeigt werden, dass
auch primäre humane CD4+ Effektor-T-Zellen, NK-Zellen, CD8+ T-Zellen sowie CD19+
B-Zellen in ihrer Integrin-abhängigen Adhäsion stark auf die GTPase-Aktivität von Dy-
namin2 angewiesen sind, da die mit Dynasore inkubierten Lymphozyten im Vergleich zu
DMSO-behandelten Kontrollzellen eine starke Adhäsionsdefizienz aufwiesen (Abbildung
3.4 C-J). Dieser Befund legt nahe, dass Dynamin2 nicht nur in der Integrin-vermittelten
T-Zelladhäsion eine wichtige Rolle spielt, sondern dass das Protein generell für die Ad-
häsion humaner Lymphozyten wichtig ist.
Da die GTPase-Aktivität von Dynamin2 in der vorliegenden Arbeit bisher nur mit Hilfe
eines einzelnen chemischen Inhibitors beeinflusst wurde und chemische Inhibitoren wie
Dynasore auch unspezifische Effekte haben können [165], wurden die Befunde bezüg-
lich des Einflusses von Dynamin2 auf die Adhäsion von T-Lymphozyten mit weiteren
Techniken überprüft. So wurde die Dynamin2 GTPase-Aktivität durch Zugabe eines al-
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Abbildung 3.3: Die Dynamin2 GTPase-Aktivität ist essentiell für die Integrin-vermittelte
Adhäsion von humanen CD4+ T-Zellen unter statischen Bedingungen. (A-C)
Analyse der Adhäsion humaner primärer CD4+ T-Zellen unter statischen Bedingungen
auf ICAM-1-Fc oder VCAM-1-Fc. Die Lymphozyten wurden entweder mit DMSO als
Kontrolle oder mit 80 µM Dynasore zur Inhibition der Dynamin2 GTPase-Aktivität in-
kubiert. Falls angegeben, wurde die Adhäsion durch Zugabe von (A, n= 3-5) 50 ng/ml
PMA, (B, n= 3-5) 1 µg/ml CXCL12 oder (C, n= 3) α-CD3/CD28-beschichteten Dyna-
beads (1:1-Verhältnis zu Zellen) induziert. 45min nach dem Aussäen der Zellen wurde die
Anzahl adhärenter Zellen pro mm2 quantifiziert. (D) Detaillierte Differential-Interferenz-
Kontrast (DIC) Aufnahmen repräsentativer ICAM-1-Fc beschichteter Areale mit adhä-
renten humanen CD4+ T-Zellen nach Inkubation mit DMSO oder Dynasore und Stimu-
lation, falls angegeben, mit 50 ng/ml PMA oder 1µg/ml CXCL12. Mittelwert +S.E.M.,















































































































































































































































































+CD4  Effektor-T-Zellen NK-Zellen




























































Abbildung 3.4: Die Integrin-vermittelte statische Adhäsion verschiedener humaner Lympho-
zyten ist stark abhängig von Dynamin2. (A, C-J) Analyse der Adhäsion ver-
schiedener Typen primärer humaner Lymphozyten auf Fibronektin, ICAM-1-Fc oder
VCAM-1-Fc unter statischen Bedingungen. Die Lymphozyten wurden entweder mit DM-
SO (Kontrolle) oder 80µM Dynasore (Inhibition der Dynamin2 GTPase-Aktivität) be-
handelt. Falls angegeben, wurde die Adhäsion durch die Zugabe von 50 ng/ml PMA
induziert. 45min nach dem Ausplattieren wurde die Anzahl adhärenter Lymphozyten
pro mm2 quantifiziert. Analysiert wurde die Adhäsion von (A, n= 3) ruhenden CD4+ T-
Zellen auf Fibronektin, von CD4+ Effektor-T-Zellen (α-CD3/CD28-Antikörper für 72 h)
auf (C, n= 3) ICAM-1-Fc und (D, n= 4) VCAM-1-Fc, von NK-Zellen auf (E, n= 4)
ICAM-1-Fc und (F, n= 3) VCAM-1-Fc, von CD8+ T-Zellen auf (G, n= 3) ICAM-1-Fc
und (H, n= 3) VCAM-1-Fc und von CD19+ B-Zellen auf (I, n= 4) ICAM-1-Fc und (J,
n= 3) VCAM-1-Fc. Mittelwert +S.E.M., *P5 0,05, **P5 0,01, ***P5 0,001. (B, n= 3)
Analyse der statischen Adhäsion auf ICAM-1-Fc von ruhenden humanen CD4+ T-Zellen
nach einer Inkubation mit DMSO oder 80µM Dynasore für 1 h 45min und anschließen-
dem Auswaschen der Moleküle. Falls angegeben, wurde die Adhäsion durch Zugabe von
50 ng/ml PMA induziert. Die Adhäsionseffizienz wurde relativ zu der PMA-stimulierten
Kontrolle (DMSO, auf eins gesetzt) kalkuliert. Mittelwert (normalisiert) +S.E.M., ns
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Abbildung 3.5: Die Integrin-vermittelte Adhäsion humaner CD4+ T-Zellen ist abhängig von
der Aktivität und Expression von Dynamin2. (A, n= 4) Analyse der statischen
Adhäsion ruhender humaner CD4+ T-Lymphozyten auf ICAM-1-Fc oder VCAM-1-Fc
nach deren Behandlung mit 3µM Dynole 31-2 als Kontrolle oder 3 µM Dynole 34-2 um
die GTPase-Aktivität von Dynamin2 zu inhibieren. Falls angegeben, wurden die Zellen
mit 50 ng/ml PMA stimuliert. 45min nach dem Aussäen wurde die Anzahl der adhä-
renten T-Zellen pro mm2 quantifiziert. (B, n= 3) Analyse der statischen Adhäsion ru-
hender humaner CD4+ T-Zellen auf entweder ICAM-1-Fc oder VCAM-1-Fc 48 h nach
deren Transfektion mit entweder Kontroll-siRNA oder Dynamin2-siRNA. Falls angege-
ben, wurden die Zellen mit 50 ng/ml PMA stimuliert. 45min nach dem Aussäen wurde die
Anzahl der adhärenten T-Zellen pro mm2 quantifiziert. Mittelwert +S.E.M., *P5 0,05,
**P5 0,01, ***P5 0,001. Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
ternativen chemischen Inhibitors (Dynole 34-2) blockiert [166], welcher chemisch nicht
verwandt mit Dynasore ist, was das Auftreten gleicher unpezifischer Seiteneffekte sehr
unwahrscheinlich macht [157]. Tatsächlich führte auch die Inkubation primärer humaner
CD4+ T-Zellen mit Dynole 34-2 zu einer stark verminderten Adhäsion auf den Integrin-
Liganden ICAM-1-Fc und VCAM-1-Fc verglichen mit T-Zellen, welche mit dem chemisch
nah verwandten, jedoch inaktiven Dynole 31-2 als Kontrolle inkubiert worden waren (Ab-
bildung 3.5 A).
Neben der chemischen Inhibition der GTPase-Aktivität von Dynamin2 wurde zudem
die Technik der RNA-Interferenz (RNAi) angwendet, um die Expression von Dynamin2
in humanen T-Zellen herunterzuregulieren. Dafür wurden humane primäre CD4+ T-
Zellen mit verschiedenen siRNA-Oligos transfiziert (eine Kontroll-siRNA und zwei un-
terschiedliche Dynamin2-siRNAs) und 48 h nach der Transfektion in einem statischen
Adhäsionsversuch eingesetzt. Die von der Zelle aufgenommenen siRNAs führen zu einem
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Abbau der mRNAs, gegen die sie gerichtet sind, und somit auch zu einer verminderten
Expression des entsprechenden Proteins, welches die mRNAs codieren. Mit Hilfe die-
ser Technik konnte gezeigt werden, dass die Expression von Dynamin2 einen wichtigen
und positiven Einfluss auf die Adhäsion humaner CD4+ T-Lymphozyten hat, da Zellen,
welche mit Dynamin2-siRNA transfiziert worden waren, eine signifikant niedrigere PMA-
stimulierte Adhäsion auf den Integrin-Liganden ICAM-1-Fc und VCAM-1-Fc aufwiesen
als Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA transfiziert worden waren (Abbildung 3.5 B).
Zusammenfassend sprechen diese Ergebnisse dafür, dass sowohl die Expression als auch
die GTPase-Aktivität von Dynamin2 eine essentielle Rolle in der Integrin-vermittelten
Adhäsion humaner Lymphozyten spielen.
3.4 Dynamin2 reguliert die Integrin-vermittelte Adhäsion
humaner CD4+ T-Zellen unter laminarer Strömung
T-Lymphozyten müssen unter physiologischen Bedingungen nicht nur statisch an an-
dere Zellen oder die extrazelluläre Matrix binden, sondern auch unter laminarer Strö-
mung. Dies ist beispielsweise bei der Extravasation aus den Blutgefäßen der Fall, bei der
die Lymphozyten, trotz des herrschenden Flusses, an die Oberfläche der die Blutgefäße
auskleidenden Endothelzellen binden müssen. In diesem Fall sind die adhärierenden be-
ziehungsweise adhärenten Zellen starken Scherkräften ausgesetzt, die abhängig von der
Flussgeschwindigkeit des Blutes und dem Durchmesser des entsprechenden Gefäßes sind.
Es gibt Hinweise darauf, dass diese Scherkräfte sich unmittelbar auf die Aktivierung von
Integrinen auswirken und der Zelladhäsion in einer solchen Umgebung somit andere Re-
gulationsmechanismen zu Grunde liegen [167]. Um zu untersuchen, ob Dynamin2 auch
unter Flussbedingungen einen Einfluss auf die Integrin-vermittelte Adhäsion hat, wur-
de ein Versuchsaufbau der Mikro-Fluidik angewendet, bei dem humane primäre CD4+
T-Zellen in Suspension mit Hilfe einer Pumpe durch mit Integrin-Liganden beschichte-
te Mikrokanäle gezogen wurden. Dabei konnten die Scherkräfte, welche innerhalb des
Kanals an der beschichteten Oberfläche anlagen, durch die Flussgeschwindigkeiten und
die Größe des gewählten Kanals beeinflusst werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
mit Scherkräften von 1 dyn/cm2 bis 2,8 dyn/cm2 gearbeitet, was denen innerhalb kleiner
bis mittelgroßer Venen entspricht. Mit Hilfe dieses Versuchsaufbaus konnte gezeigt wer-
den, dass die Integrin-vermittelte Adhäsion humaner CD4+ T-Zellen auf einer Oberfläche
beschichtet mit ICAM-1-Fc, VCAM-1-Fc und CXCL12 unter laminarer Strömung eben-
falls durch Dynamin2 reguliert wird. T-Zellen, welche mit Dynasore inkubiert wurden,
rollten nur an der Oberfläche entlang, ohne stabile Adhäsionen auszubilden, während





































































Abbildung 3.6: Dynamin2 reguliert die Integrin-vermittelte T-Zelladhäsion unter Bedingun-
gen laminaren Flusses. Analyse der Adhäsion humaner primärer CD4+ T-Zellen auf
einer Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-Fc, VCAM-1-Fc und CXCL12 unter unidi-
rektionalem laminarem Fluss (2,8 dyn/cm2). Die T-Lymphozyten wurden entweder mit
DMSO als Kontrolle oder mit Dynasore zur Inhibition der Dynamin2 GTPase-Aktivität
behandelt. (A) Linien repräsentieren Roll- und Migrationsspuren der Zellen entlang der
beschichteten Oberfläche unter laminarer Strömung. Punkte markieren adhärente Zellen.
(B) Phasenkontrast-Aufnahmen welche repräsentative Areale der beschichteten Oberflä-
che inklusive adhärenter T-Zellen zeigen. Die Aufnahmen wurden gemacht nachdem eine
Zellsuspension für 30min über die Oberfläche gespült und diese anschließend mit HBSS
gewaschen worden war. (C) Endpunkt-Quantifizierung adhärenter T-Zellen pro mm2 (zu-
gehörig zu A und B, n= 4). Mittelwert +S.E.M., ***P5 0,001. Abbildung modifiziert
nach Eppler et al., 2017 [163].
kin beschichteten Oberfläche adhärierten und im Anschluss daran teilweise auf dieser
migrierten (Abbildung 3.6).
Um, wie auch schon bei der Analyse der statischen Adhäsion, die mit Dynasore erhalte-
nen Ergebnisse zu verifizieren, wurde auch die Adhäsion unter laminarer Strömung mit
humanen CD4+ T-Zellen durchgeführt, welche entweder mit dem Dynamin2-Inhibitor
Dynole 34-2 behandelt wurden oder welche 48 h zuvor mit Dynamin2-siRNA transfiziert
worden waren. Auch diese beiden Methoden führten zu einer stark verschlechterten Ad-
häsion der T-Zellen unter Fluss-Bedingungen (Abbildung 3.7). Dies bekräftigt den durch
Verwendung von Dynasore erhaltenen Befund, dass Dynamin2 auch für diese Form der











































































































Abbildung 3.7: Die Integrin-vermittelte T-Zelladhäsion unter Fluss-Bedingungen ist abhän-
gig von der GTPase-Aktivität sowie der Expression von Dynamin2. Endpunkt-
Analyse der Adhäsion humaner primärer CD4+ T-Zellen auf einer Oberfläche beschich-
tet mit ICAM-1-Fc, VCAM-1-Fc und CXCL12 unter unidirektionalem laminarem Fluss
(1 dyn/cm2, 30min). (A, n= 6) Die T-Lymphozyten wurden entweder mit 3µM Dynole
31-2 als Kontrolle oder mit 3µM Dynole 34-2 zur Inhibition der Dynamin2 GTPase-
Aktivität behandelt. Die Anzahl adhärenter Zellen pro mm2 wurde quantifiziert. (B,
n= 2) Die T-Zellen wurden 48 h zuvor mit entweder einer Kontroll-siRNA oder einer
siRNA gerichtet gegen die mRNA von Dynamin2 transfiziert. Der Wert adhärenter Zel-
len pro mm2 in der Kontrolle wurde eins gesetzt und anschließend die dazu relative Ad-
häsion der mit Dynamin2-siRNA transfizierten T-Zellen ermittelt. Mittelwert +S.E.M.,
***P5 0,001. Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
3.5 Die Integrin-abhängige, aber nicht die
Integrin-unabhängige Migration humaner CD4+
T-Zellen wird durch Dynamin2 reguliert
Eine schnelle und effektive Immunantwort ist stark auf eine hohe und adaptive Dynamik
der partizipierenden Immunzellen angewiesen. Diese umfasst nicht nur die Fähigkeit der
Leukozyten, ihr Adhäsionsverhalten umgehend an ihre entsprechende Umgebung anzu-
passen, sondern auch eine schnelle und zielgerichtete Migration. Um zu analysieren, ob
Dynamin2 zusätzlich zur Adhäsion auch bei der Motilität von Lymphozyten eine Rolle
spielt, wurden humane CD4+ T-Zellen auf 2-dimensionale mit ICAM-1-Fc beschichtete
Oberflächen ausgesät. Dann wurden die Zellen teilweise mit dem Chemokin CXCL12 ver-
setzt, um Chemokinese, also eine ungerichtete Migration ausgelöst durch ein Chemokin,
zu stimulieren. DMSO-behandelte Kontrollzellen konnten so massiv in ihrem Migrati-
onsverhalten stimuliert werden, wohingegen T-Zellen, welche mit Dynasore behandelt
worden waren, auch nach der Stimulation mit CXCL12 keinerlei Motilität auf einer 2-
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Abbildung 3.8: Dynamin2 reguliert die Migration humaner CD4+ T-Zellen auf einer 2-
dimensionalen Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-Fc. Analyse der Migration
primärer CD4+ T-Zellen auf einer 2-dimensionalen Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-
Fc. Die Zellen wurden, falls angegeben, mit 1µg/ml CXCL12 stimuliert und für 30min
mit einem Phasenkontrastmikroskop aufgenommen. Kontrollzellen wurden mit DMSO
versetzt, Dynamin2 wurde durch Zugabe von 80µM Dynasore inhibiert. (A) Migrationss-
puren der Zellen für einen Zeitraum von 30min nach Stimulation. (B) Quantifizierung
der akkumulierten Distanz sowie (C) der durchschnittlichen Migrationsgeschwindigkeit
der einzelnen Zellen zugehörig zu (A). Die Ergebnisse zeigen die Auswertung eines reprä-
sentativen Experimentes von drei verschiedenen unabhängig voneinander durchgeführten
Ansätzen. ***P5 0,001, ns bedeutet nicht signifikant. Abbildung modifiziert nach Eppler
et al., 2017 [163].
Obwohl eine bestimmte Grundmotilität einzelner unstimulierter DMSO-behandelter Kon-
trollzellen zu beobachten war, wurde die effiziente Migration aller Zellen erst durch die
Zugabe des Chemokins CXCL12 stimuliert. CXCL12 bindet an den transmembranen
Chemokinrezeptor CXCR4, welcher nach der Bindung seines Liganden eine Signalkaska-
de über ein heterotrimeres G-Protein induziert. Des Weiteren wird der Rezeptor nach
erfolgter Liganden-Bindung internalisiert, was vorzugsweise dem Recycling des Rezep-
tors, aber auch einer De-Sensitivierung gegenüber dem Chemokin dienen kann. Ob die
Internalisierung auch wichtig für die induzierte Signalkaskade des Rezeptors ist, ist bisher
unzureichend geklärt. Da mit der chemischen Inhibition von Dynamin2 ein wichtiger Re-
gulator der Endozytose ausgeschaltet wurde, stellt sich die Frage, ob die massive Defizienz
im Migrationsverhalten der Dynamin2-inhibierten T-Lymphozyten auf eine fehlerhafte
Internalisierung des Rezeptors zurückzuführen sein könnte. Um dies zu analysieren, wur-
den ruhende primäre CD4+ T-Zellen entweder als Kontrolle mit DMSO oder zur Blo-
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Abbildung 3.9: Dynamin2 reguliert die Liganden-unabhängige, jedoch nicht die Liganden-
abhängige Internalisierung von CXCR4 in humanen CD4+ T-Zellen. Durch-
flusszytometrische Analyse der CXCR4-Internalisierung in primären ruhenden CD4+
T-Zellen. Die Lymphozyten wurden entweder mit DMSO (Kontrolle) oder mit 80µM
Dynasore (chemische Inhibition von Dynamin2) behandelt. (A) Repräsentatives Hi-
stogramm, welches die relative CXCR4-Oberflächenexpression anhand der detektierten
mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) auf unstimulierten T-Lymphozyten nach einer In-
kubation von 2 h mit entweder DMSO oder Dynasore zeigt. (B) Liganden-abhängige
Internalisierung von CXCR4 nach Zugabe von 1 µg/ml CXCL12 zu den T-Zellen im
Zeitraum von 0 bis 45min. (C, n= 5) Relative Oberflächenexpression von CXCR4 auf
T-Zellen 15min nach der Zugabe von 1µg/ml CXCL12. Messungen von DMSO- und
Dynasore-behandelten unstimulierten Proben wurden jeweils auf 100% gesetzt. Mittel-
wert +S.E.M., ***P5 0,001, MFI bedeutet mittlere Fluoreszenzintensität.
ckierung der Dynamin2 GTPase-Aktivität mit 80 µM Dynasore für 2 h inkubiert und
anschließend in den unstimulierten Zellen die Oberflächenexpression von CXCR4 mit
Hilfe eines Durchflusszytometers gemessen. In der Tat konnte so gezeigt werden, dass die
Expression von CXCR4 auf der Oberfläche unstimulierter T-Zellen nach der Inhibition
von Dynamin2 innerhalb von 2 h auf fast das Doppelte ansteigt (Abbildung 3.9 A, B). In-
teressanterweise wurde CXCR4 jedoch nach der Zugabe seines Liganden CXCL12 auch in
Dynasore-behandelten T-Lymphozyten massiv internalisiert, wobei die Internalisierung
hierbei nach 5min bereits maximal abgelaufen war und innerhalb von weiteren 40min
die Oberflächen-Expression von CXCR4 durch die Anwesenheit von CXCL12 nicht noch
weiter abgesenkt werden konnte (Abbildung 3.9 B, C). Obwohl T-Zellen, deren Dyna-
min2 GTPase-Aktivität durch die Zugabe von Dynasore inhibiert worden war, letztlich
eine höhere verbleibende Expression von CXCR4 auf ihrer Oberfläche, sowie prozentual
gesehen auf die Gesamtmenge der Expression eine etwas geringere Internalisierungsrate
des Chemokinrezeptors aufwiesen (Abbildung 3.9 B, C), wurde in diesen Zellen doch
an absoluter Menge mehr CXCR4 internalisiert als in den Kontrollzellen (Abbildung
3.9 B). Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass Dynamin2 vorzugsweise wichtig für die
Liganden-unabhängige Internalisierung von CXCR4 in unstimulierten T-Zellen ist, die
Liganden-abhängige Internalisierung des Rezeptors jedoch auch in Zellen mit chemisch
blockiertem Dynamin2 fehlerfrei abläuft.
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Da die Liganden-induzierte Internalisierung von CXCR4 auch in Zellen mit inhibier-
ter Dynamin2-Aktivität funktioniert, kann dies nicht die Erklärung für die fehlerhafte
Migration in Dynasore-behandelten Zellen sein. Dennoch stellt sich die Frage, ob die
T-Zellen nach der Behandlung mit dem Inhibitor generell auf das Chemokin CXCL12
funktionell reagieren können. Um dies zu überprüfen, wurde mit Hilfe einer modifizierten
Boyden-Kammer ein Chemotaxis-Versuch durchgeführt. Bei diesem Versuchsaufbau, der
auch Transwell genannt wird, werden Zellen in das obere Kompartiment einer Zellkultur-
schale gegeben, welches durch eine poröse Membran von dem unteren Kompartiment der
Schale getrennt ist. In das untere Kompartiment kann nun, falls gewünscht, Chemokin-
haltiges Medium gegeben werden, was die Bildung eines Chemokin-Gradienten durch die
Membran zu Folge hat. Dieser Gradient kann die Zellen dazu veranlassen, chemotaktisch
geleitet durch die poröse Membran hin zu der höheren Konzentration des Chemokins
zu migrieren. Da die Bewegung durch die Membran nur durch eine intakte Chemokin-
induzierte Signaltransduktion stimuliert wird, lässt sich deren Funktionalität sowie ein
generelles Motilitäts-Potenzial der Zellen mit diesem Versuch gut überprüfen. Interessan-
terweise waren DMSO- wie auch Dynasore-behandelte humane CD4+ T-Zellen gleicher-
maßen in der Lage, die poröse Membran entlang eines CXCL12-Gradienten zu passieren,
was dafür spricht, dass CXCL12 auch in T-Zellen ohne funktionellem Dynamin2 eine
migratorische Antwort hervorrufen kann (Abbildung 3.10 A).
Die Migration von Immunzellen auf 2-dimensionalen Oberflächen ist stark abhängig von
der Adhäsion über Integrine. Integrine dienen als Linker zwischen dem Kraft-erzeugenden
Apparat innerhalb der Zelle, dem Aktin-Myosin-Zytoskelett, und der Umgebung der
migrierenden Zelle [26, 168]. Sobald sich Immunzellen jedoch in einer räumlich been-
genden Umgebung befinden, in der sie sozusagen eingequetscht sind, brauchen sie für
ihre Fortbewegung keine adhäsiven Verbindungen zu ihrer Umgebung mehr, also auch
keine Integrin-vermittelte Adhäsion. In einer solchen Umgebung können Immunzellen
rein durch ein Zusammenspiel von der Formation Aktin-basierter Protrusionen sowie
Aktin-Myosin-getriebener Kontraktionen migrieren [24, 25]. Da Dynasore-behandelte hu-
mane T-Zellen nicht auf einer 2-dimensionalen ICAM-1-Fc-beschichteten Oberfläche mi-
grierten, jedoch in einem Transwell -Migrations-Versuch keine Abnormalitäten aufwiesen,
könnte die Erklärung für die gestörte Migration auf der 2-dimensionalen Oberfläche in der
zuvor beschriebenen Adhäsions-Defizienz der Zellen liegen. Um dies zu überprüfen, wur-
den primäre CD4+ T-Zellen in ein 3-dimensionales Kollagen-Gel eingebettet. Kollagen ist
ein Bestandteil der extrazellulären Matrix und weist ebenfalls Bindestellen für Integrine
auf. Die Migration der T-Zellen wurde dann durch die uniforme Zugabe von CXCL12
induziert. In der Tat konnte mit diesem Versuch gezeigt werden, dass im Vergleich zu
unstimulierten Zellen sowohl DMSO- als auch Dyansore-behandelte T-Zellen eine sehr
hohe CXCL12-induzierte Motilität innerhalb des Kollagen-Gels aufwiesen (Abbildung
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Abbildung 3.10: Dynamin2 hat keinen oder wenig Einfluss auf die Migration humaner T-
Zellen durch einen Transwell-Filter oder innerhalb eines 3-dimensionalen
Kollagen-Gels. Analyse der CXCL12-induzierten Migration humaner ruhender CD4+
T-Zellen. Die Zellen wurden entweder mit DMSO (Kontrolle) oder 80µM Dynaso-
re (Dynamin2-Inhibition) inkubiert. Falls angegeben, wurde das Chemokin CXCL12
zur Stimulation der Migration den Zellen hinzugefügt. (A, n= 3, Mittelwert +S.E.M.)
Quantifizierung der T-Zell-Chemotaxis durch eine Polycarbonat-Membran (Porengröße
3µm) 4 h nachdem die Zellen ausgesät worden waren. Die Anzahl ursprünglich eingesetz-
ter Zellen wurde auf 100% gesetzt. (B) Quantifizierung der akkumulierten Distanz so-
wie (C) der durchschnittlichen Migrationsgeschwindigkeit einzelner Lymphozyten, wel-
che innerhalb eines 3-dimensionalen Kollagen-Gels migrierten. (D) Migrationsspuren
der Zellen innerhalb eines Kollagen-Gels für einen Zeitraum von 30min nach erfolgter
Stimulation (zugehörig zu (B) und (C)). Die Ergebnisse zeigen die Auswertung eines
repräsentativen Experimentes von drei verschiedenen unabhängig voneinander durch-
geführten Ansätzen. ***P5 0,001, ns bedeutet nicht signifikant. Abbildung modifiziert
nach Eppler et al., 2017 [163].
3.10 B-D). Obwohl die Migrationsgeschwindigkeit von T-Lymphozyten mit inhibiertem
Dynamin2 auch hier etwas geringer war als die der Kontrollzellen, besteht ein deutlicher
Unterschied zu dem Migrationsversuch auf einer 2-dimensionalen Oberfläche, bei dem
Dynasore-behandelte Zellen absolut kein migratorisches Verhalten aufwiesen (Abbildung
3.8).
Der deutliche Unterschied zwischen dem Migrationspotenzial Dynasore-behandelter T-
Zellen auf einer 2-dimensionalen ICAM-1-Fc-beschichteten Oberfläche und innerhalb ei-
nes 3-dimensionalen Kollagen-Gels legt die Erklärung nahe, dass Dynamin2 nur eine Rolle
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in der Integrin-vermittelten Migration von Lymphozyten spielt. Dennoch handelt es sich
bei ICAM-1 und Kollagen um sehr unterschiedliche Integrin-Liganden. So wird ICAM-
1 ausschließlich von β2-Integrinen gebunden, während Kollagen vor allem ein Ligand
für β1-Integrine darstellt [169]. Um auszuschließen, dass der beobachtete Unterschied im
Migrationsverhalten Dynasore-behandelter T-Zellen nicht auf die Funktion spezifischer
Integrin-Subtypen zurückzuführen ist, wurde zusätzlich die CXCL12-induzierte Chemo-
kinese humaner CD4+ T-Zellen auf einer 2-dimensionalen Oberfläche beschichtet mit
dem β1-Integrin-Liganden VCAM-1-Fc durchgeführt. Wie erwartet, zeigten T-Zellen mit
inhibierter Dynamin2 GTPase-Aktivität auch auf diesem Liganden keinerlei Motilität,
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Abbildung 3.11: Dynamin2 reguliert die Migration humaner CD4+ T-Zellen auf einer 2-
dimensionalen Oberfläche beschichtet mit VCAM-1-Fc. Analyse der Migration
primärer CD4+ T-Zellen auf einer 2-dimensionalen Oberfläche beschichtet mit VCAM-
1-Fc. Die Zellen wurden, falls angegeben, mit 1 µg/ml CXCL12 stimuliert und für 30min
mit einem Phasenkontrastmikroskop aufgenommen. Kontrollzellen wurden mit DMSO
versetzt, Dynamin2 wurde durch Zugabe von 80µM Dynasore inhibiert. (A) Migra-
tionsspuren der Zellen für einen Zeitraum von 30min nach Stimulation. (B) Quan-
tifizierung der akkumulierten Distanz sowie (C) der durchschnittlichen Migrationsge-
schwindigkeit der einzelnen Zellen zugehörig zu (A). Die Ergebnisse zeigen die Auswer-
tung eines repräsentativen Experimentes von drei verschiedenen unabhängig voneinan-
der durchgeführten Ansätzen. ***P5 0,001, ns bedeutet nicht signifikant. Abbildung
modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
Dies spricht sehr stark dafür, dass der beobachtete Unterschied im Migrationsverhalten
Dynasore-behandelter T-Lymphozyten zwischen 2- und 3-dimensionaler Umgebung nicht
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auf eine unterschiedliche Regulation spezifischer Integrin-Subtypen zurückzuführen ist.
Vielmehr sind die Daten mit der Erklärung zu interpretieren, dass Dynamin2 spezifisch
die Integrin-abhängige Migration von T-Zellen reguliert, jedoch keine oder eine nur sehr
geringe Rolle in deren Integrin-unabhängigem Migrationsmodus spielt.
3.6 Die chemische Inhibition des zellulären Vesikeltransports
hat keinen Einfluss auf die Adhäsion humaner T-Zellen
In der vorliegenden Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die Integrin-vermittelte
Adhäsion humaner Lymphozyten sowie davon abhängige Prozesse durch die große GTP-
ase Dynamin2 reguliert werden. Dynamin2 wurde bisher vor allem im Kontext der En-
dozytose studiert, bei der dem Protein die wichtige Aufgabe zuteil wird, mit Clathrin
beschichtete Einsackungen der Plasmamembran abzutrennen. Zudem spielt Dynamin2
durch seine Funktion in der Vesikelabschnürung auch eine wichtige Rolle bei dem intrazel-
lulären Vesikeltransport [80]. Um zu überprüfen, ob die beobachtete Adhäsionsdefizienz
in T-Zellen ohne funktionellem Dynamin2 auf eine generelle Fehlregulation des Vesikel-
transports zurückzuführen ist, wurden statische Adhäsionsversuche mit primären CD4+
T-Lymphozyten durchgeführt, welche zuvor mit verschiedenen Dynamin2-unabhängigen
chemischen Inhibitoren, gerichtet gegen Endozytose, Exozytose oder intrazellulären Ve-
sikeltransport, inkubiert worden waren. Überraschenderweise führte die Inkubation der
T-Zellen mit Chlorpromazin, welches zu einem Verlust von Clathrin sowie des AP-2-
Adapterkomplexes von der Zellmembran führt und dadurch die Endozytose hemmt [170],
zu keiner Verminderung in der Integrin-vermittelten Adhäsion der Zellen auf ICAM-1-Fc
oder VCAM-1-Fc (Abbildung 3.12 A). Auch das Blockieren der Endozytose durch die Zu-
gabe von Monodansylcadaverin, dessen Wirkungsweise eine Stabilisierung der Clathrin-
beschichteten Einsackungen an der Plasmamembran zur Folge hat [171], hatte keine Fol-
gen für die Adhäsion von CD4+ T-Lymphozyten auf Integrin-Liganden (Abbildung 3.12
B). Brefeldin A, welches zu einer Stabilisierung des Arf1-GDP-Sec7-Komplexes während
des GDP-GTP-Austausches durch Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) an Arf1
(ADP-Ribosylation Factor 1 ) führt, inhibiert den Vesikeltransport vom Endoplasmati-
schen Retikulum (ER) zum Golgi-Apparat sowie die Exozytose des endozytischen Kom-
partiments [172]. Jedoch führte auch die Inkubation mit diesem Lacton-Antibiotikum
zu keiner Verminderung der T-Zelladhäsion auf ICAM-1-Fc oder VCAM-1-Fc (Abbil-
dung 3.12 C). Der Inhibitor Exo1, welcher spezifisch den intrazellulären Transport zwi-
schen ER und Golgi-Apparat inhibiert, Endosomen jedoch nicht beeinflusst [173], zeigte
ebenfalls keine Wirkung auf die Adhäsion humaner CD4+ T-Zellen unter statischen Be-






































































































































































































































































Abbildung 3.12: Verschiedene Dynamin2-unabhängige Inhibitoren für Endo- und Exozytose
haben keinen Einfluss auf die Adhäsion humaner T-Zellen. Analyse der sta-
tischen Adhäsion primärer CD4+ T-Zellen auf den Integrin-Liganden ICAM-1-Fc und
VCAM-1-Fc. Falls angegeben, wurde die Adhäsion durch die Zugabe von 50 ng/ml PMA
stimuliert. 45min nach dem Ausplattieren der Zellen wurden die adhärenten Zellen pro
mm2 quantifiziert. Die Endozytose wurde durch Zugabe von (A, n= 3) 20 µM Chlor-
promazin oder (B, n= 3) 100µM Monodansylcadaverin inhibiert. Die Exozytose wurde
durch (C, n= 3) 36 µM Brefeldin A oder (D, n= 3) 100 µM Exo1 chemisch blockiert.
Mittelwert +S.E.M., ns bedeutet nicht signifikant. Abbildung modifiziert nach Eppler
et al., 2017 [163].
die Hypothese, dass eine gestörte Regulation des vesikulären Transports der Grund des
Adhäsionsverlusts in T-Zellen ist, welche kein funktionsfähiges Dynamin2 beinhalten.
3.7 F-Aktin-Polymerisierung wird partiell durch Dynamin2
reguliert, ist jedoch nicht essentiell für die Adhäsion
humaner CD4+ T-Zellen
Neben der Regulation von intrazellulärem Vesikeltransport wird Dynamin2 auch in der
Regulation des F-Aktin-Zytoskeletts impliziert [111]. Dynamin2 ist dabei in der Lage,
F-Aktin zu binden und dessen Polymerisierung zu beeinflussen [174]. Da die Mechanik
von Zellen stark vom Zytoskelett abhängig ist [175], drängt sich die Frage auf, ob Dyna-
min2 nur durch seinen Einfluss auf die Dynamik von F-Aktin eine essentielle Rolle in der
Integrin-vermittelten T-Zelladhäsion spielt. Um dies zu analysieren, sollte zunächst die
Frage beantwortet werden, ob Dynamin2 auch in humanen T-Lymphozyten direkt mit
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F-Aktin interagiert. Hierfür wurden mit Dynamin2-eGFP und Lifeact-RFP transfizierte
Jurkat E6.1 T-Zellen mit Hilfe hochauflösender konfokaler Mikroskopie untersucht. Fo-
kussiert wurde dabei auf den Zellkortex, welcher aus einem Netzwerk von Aktinfilamenten
besteht und durch den F-Aktin-Marker Lifeact-RFP entsprechend markiert wurde, ohne
dessen Dynamik zu beeinflussen [135]. In der Tat konnte mit Hilfe dieser Methode eine
direkte und spezifische Rekrutierung von Dynamin2 an Aktinfilamenten des zellulären
Kortex beobachtet werden, wobei Dynamin2 eine hohe Dynamik an diesen Strukturen
aufwies (Abbildung 3.13).
Dies lässt die Vermutung zu, dass Dynamin2 auch in T-Zellen einen Einfluss auf die
Polymerisierung von F-Aktin haben könnte. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden
primäre humane CD4+ T-Zellen zunächst mit DMSO (als Kontrolle) oder mit Dynasore
(zur Inhibition von Dynamin2) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit dem Che-
mokin CXCL12 oder dem Phorbolester PMA stimuliert. Da bekannt ist, dass Integrin-
haltige Adhäsionskomplexe F-Aktin-basierte Membranprotrusionen stabilisieren können
[168], wurde der Versuch mit Zellen in Suspension durchgeführt, um den Einfluss von
Adhäsionsprozessen auf das Ergebnis so minimal wie möglich zu halten. Das F-Aktin-
Zytoskelett wurde schließlich mit fluorochromiertem Phalloidin markiert und die Zellen
anschließend in einem konfokalen LSM analysiert.
Wie in Abbildung 3.14 A zu sehen ist, wiesen unstimulierte T-Zellen kaum polyme-
risiertes F-Aktin auf. Die Stimulation DMSO-behandelter Kontrollzellen mit CXCL12
führte jedoch zu einer starken Polarisierung der Zellmorphologie sowie zu einer hohen
F-Aktin-Polymerisierung am Vorderende der Zellen, dem Lamellipodium, sowie auch
am Hinterende der Zelle, dem Uropod. Im Gegensatz dazu fielen Polarisierung sowie
F-Aktin-Expression in Dynasore-behandelten Zellen weitaus weniger deutlich aus. Die
Lamellipodien am Vorderende wurden zwar gebildet, waren jedoch verkümmert und we-
sentlich kleiner, der Uropod wurde gar nicht mehr geformt (Abbildung 3.14 A). Die
PMA-stimulierte F-Aktin-Polymerisierung wurde ebenfalls durch die chemische Inhibi-
tion von Dynamin2 stark beeinträchtigt. Während die Kontrollzellen nach Zugabe des
Diacylglycerol-Strukturanalogs eine massive Erhöhung in der Expression von F-Aktin
aufwiesen und an meheren Stellen auf der Oberfläche F-Aktin-basierte Membranprotru-
sionen, sogenannte Pseudopodien, formten, konnte bei Dynasore-behandelten Zellen nur
ein leichter Anstieg im F-Aktin-Gehalt der Zellen beobachtet werden, welcher zu kei-
ner starken Formation von Pseudopodien führte (Abbildung 3.14 A). Auch eine durch-
flusszytometrische Analyse zeigte eine zwar nicht vollständig, aber signifikant verringer-
te PMA-stimulierte F-Aktin-Polymerisierung in T-Zellen ohne funktionellem Dynamin2
(Abbildung 3.14 B).
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Abbildung 3.13: Dynamin2-eGFP interagiert dynamisch mit Aktinfilamenten des Zellkortex.
Analyse der Lokalisation von Dynamin2-eGFP und des F-Aktin-Zytoskeletts (markiert
durch Lifeact-RFP) in adhärenten Jurkat E6.1 T-Zellen mit Hilfe hochauflösender kon-
fokaler Laser -Scanning-Mikroskopie. Die Zelle ist auf einer Oberfläche beschichtet mit
ICAM-1-Fc und aktivierenden Antikörpern (α-CD3 und α-CD28) adhärent. (A) Über-
sichtsaufnahme der Zelle mit Fokus geringfügig oberhalb sowie genau auf dem basalen
Aktin-Kortex. (B) Detailaufnahme eines Ausschnittes des basalen Aktin-Kortex über
eine Zeit von 96,4 s, wobei alle 8,8 s ein Bild aufgenommen wurde. Der Pfeil markiert
ein Beispiel für die dynamische Bewegung von Dynamin2-eGFP entlang eines Aktinfi-
laments.
durch eine verringerte oder sogar komplett inhibierte F-Aktin-Polymerisierung ausge-
löst werden kann, wurden humane CD4+ T-Zellen mit spezifischen und sehr potenten
F-Aktin-Inhibitoren versetzt und anschließend die statische Adhäsion der Zellen über-
prüft. Verwendet wurden hierfür einerseits Cytochalasin D, ein Mykotoxin, welches an
Aktinfilamente bindet und deren Polymerisierung hemmt [176], sowie Latrunculin A, ein
Makrolid-Toxin. Latrunculine werden in marinen Lebewesen produziert und verhindern































































Abbildung 3.14: Dynamin2 reguliert partiell die F-Aktin-Polymerisierung in humanen CD4+
T-Zellen. Analyse der F-Aktin-Polymerisierung in Phalloidin-TRITC markierten pri-
mären ruhenden CD4+ T-Zellen in Suspension. Kontrollzellen wurden mit DMSO
behandelt, die Dynamin2 GTPase-Aktivität wurde durch Zugabe von 80µM Dyna-
sore inhibiert. Falls angegeben, wurde die F-Aktin-Polymerisierung durch die Zuga-
be von 1µg/ml CXCL12 oder 50 ng/ml PMA stimuliert. (A) Maximum-Intensitäts-
Projektionen von Z-Stapeln (0,3µm Intervall) aufgenommen mit einem konfokalen
LSM 15min nach Stimulation der T-Zellen. (B, n= 5) Analyse der relativen F-Aktin-
Expression in humanen T-Zellen 45min nach der Stimulation mit Hilfe eines Durchfluss-
zytometers. Die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) von unstimulierten Kontrollzellen
wurde auf 100% gesetzt. Mittelwert +S.E.M., **P5 0,01. Abbildung modifiziert nach
Eppler et al., 2017 [163].
daraufhin nicht mehr zu F-Aktin polymerisieren kann [177]. Interessanterweise führte
weder die Inkubation mit Cytochalasin D noch mit Latrunculin A zu einer signifikanten
Reduktion in der Adhäsion primärer CD4+ T-Zellen auf den Integrin-Liganden ICAM-
1-Fc und VCAM-1-Fc (Abbildung 3.15 A, B). Mittels Differential-Interferenz-Kontrast-
Mikroskopie (DIC) konnte jedoch eine massive Störung des Ausbreitens dieser T-Zellen
auf dem Substrat nach erfolgter Adhäsion beobachtet werden, während sie dennoch mit
abgerundeter Morphologie adhärierten (Abbildung 3.15 C). Diese Ergebnisse sprechen
dafür, dass die Adhäsionsdefizite humaner T-Zellen ohne Dynamin2-Aktivität nicht auf


















































































































































Abbildung 3.15: F-Aktin-Polymerisierung ist nicht essentiell für die Adhäsion humaner CD4+
T-Zellen, jedoch für ihr Ausbreiten auf einem Substrat. Analyse der statischen
Adhäsion primärer ruhender CD4+ T-Zellen auf entweder ICAM-1-Fc oder VCAM-1-Fc
nach der Inhbition der F-Aktin-Polymerisierung. Falls angegeben, wurden die Zellen
mit 50 ng/ml PMA stimuliert. 45min nach dem Aussäen wurde die Anzahl adhärenter
T-Zellen pro mm2 quantifiziert. Die F-Aktin-Polymerisierung wurde durch Zugabe von
(A, n= 4) 10 µM Cytochalasin D oder (B, n= 3) 1µM Latrunculin A inhibiert. (C) De-
taillierte DIC-Aufnahmen repräsentativer ICAM-1-Fc- oder VCAM-1-Fc-beschichteter
Areale mit PMA-stimulierten adhärenten CD4+ T-Zellen nach deren Behandlung mit
Cytochalasin D oder Latrunculin A. Mittelwert +S.E.M., ns bedeutet nicht signifikant.
Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
3.8 Die Aktivierung von Akt und Erk ist nicht abhängig von
der GTPase-Aktivität von Dynamin2
Da mit der chemischen Inhibition von Dynamin2 die Aktivität eines Proteins abgeschal-
tet wird, welches Einfluss auf verschiedene, sehr wichtige Zellfunktionen hat, stellt sich
die Frage, ob dadurch ein generelles Problem bei der zellulären Signaltransduktion ent-
steht, was letztlich auch zu einer de-regulierten Zelladhäsion führen könnte. Um dies zu
untersuchen, wurde die Aktivierung von Erk1/2 (Extracellular -signal Regulated Kina-
se), auch bekannt als Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (p44/42 MAPK), analysiert.
Die Erk1/2-Signalkaskade kann durch viele verschiedene externe Stimuli ausgelöst wer-
den und ist für diverse zelluläre Funktionen wie Proliferation, Differenzierung, Motilität













80µM Dynasore++++ --- -
Abbildung 3.16: Die Aktivierung von Erk1/2 und Akt ist nicht vermindert in Dynasore-
behandelten humanen CD4+ T-Zellen. Analyse der Aktivierung von Erk1/2 sowie
Akt in primären ruhenden CD4+ T-Zellen. Kontrollzellen wurden mit DMSO versetzt,
Dynamin2 wurde durch die Zugabe von 80 µM Dynasore inhibiert. Falls angegeben,
wurden die Zellen mit 50 ng/ml PMA stimuliert und/oder auf einer Oberfläche be-
schichtet mit ICAM-1-Fc und VCAM-1-Fc ausgesät. Die Zellen wurden 15min nach der
Stimulation lysiert und eine Western-Blot-Analyse durchgeführt. Die Aktivierung der
untersuchten Kinasen wurde mit Hilfe Phospho-spezifischer Antikörper beurteilt (Erk1:
Threonin202/Tyrosin204; Erk2: Threonin185/Tyrosin187; Akt: Serin473). Abbildung
modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
durch die Phosphorylierung an Threonin202/Tyrosin204 (Erk1) beziehungsweise Threo-
nin185/Tyrosin187 (Erk2) aktiviert werden. Diese Aktivierung wurde mit Hilfe Phospho-
spezifischer Antikörper in einer Western-Blot-Analyse untersucht, wobei das eingesetzte
Zelllysat aus primären ruhenden CD4+ T-Zellen gewonnen wurde, welche zuvor entweder
auf unbeschichtetem Plastik oder einer ICAM-1-Fc/VCAM-1-Fc-beschicheten Oberfläche
ausgesät und mit PMA stimuliert worden waren. Interessanterweise hatte die chemische
Inhibition der Dynamin2 GTPase-Aktivität durch Dynasore keinen Einfluss auf die Ak-
tivierung von Erk1/2, weder auf die reine Stimulation durch PMA oder den zusätzlichen
aktivierenden Effekt durch die angebotenen Integrin-Liganden (Abbildung 3.16). Auch
die PMA-stimulierte Aktivierung von Akt (ebenfalls bekannt als Proteinkinase B), einer
weiteren wichtigen Serin-/Threoninkinase, welche unter anderem eine kritische Rolle in
der Regulation von zellulärem Überleben und Apoptose spielt und durch die Phospho-
rylierung an Serin473 aktiviert wird [179], konnte durch die Zugabe von Dynasore nicht
beeinträchtigt werden (Abbildung 3.16). Dies spricht gegen ein generelles Problem bei
Signaltransduktions-Prozessen in Dynasore-behandelten Zellen.
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3.9 Dynamin2 reguliert die Chemokin-induzierte
Polarisierung humaner CD4+ T-Zellen in
ERM-unabhängiger Art und Weise
Wie zuvor erwähnt, konnten während der Analyse des Einflusses von Dynamin2 auf die F-
Aktin-Polymerisierung bereits Defekte in der CXCL12-induzierten Polarisierung Aktin-
haltiger Strukturen in humanen CD4+ T-Zellen beobachtet werden (Abbildung 3.14 A).
Diese Beobachtung wirft die Frage auf, ob die Polarisierung humaner CD4+ T-Zellen
durch die Inhibition von Dynamin2 generell beeinträchtigt wird. Um dies zu quantifizie-
ren, wurde die Morphologie von DMSO- und Dynasore-behandelten T-Lymphozyten in
Suspension mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops und geringer Vergrößerung ana-
lysiert. Das führte dazu, dass gewisse Details der Zellmorphologie nicht mehr beurteilt
werden konnten, erlaubte aber dennoch eine Differenzierung zwischen einer polarisierten
oder unpolarisierten Zellform. Während in Kontrollzellen die relative Anzahl polarisierter
Zellen von circa 20% in unstimulierter Form auf circa 80% nach der Zugabe des Chemo-
kins CXCL12 anstieg, verloren T-Lymphozyten nach der chemischen Inhibition von Dy-
namin2 ihre polare Morphologie gänzlich, in unstimuliertem sowie CXCL12-stimuliertem




































































Abbildung 3.17: Dynamin2 ist wichtig für die Ausbildung einer polariserten Morphologie
in humanen CD4+ T-Zellen. Analyse der Zellpolarisierung in primären ruhenden
CD4+ T-Zellen in Suspension. Kontrollzellen wurden mit DMSO behandelt, Dynamin2
durch Zugabe von 80 µM Dynasore inhibiert. Falls angegeben, wurden die Zellen mit
1µg/ml CXCL12 für 20min stimuliert. (A, n= 3) Analyse des relativen Anteils an T-
Zellen mit polarisierter Morphologie. Die Phasenkontrast-Aufnahmen zeigen Beispiele
humaner CD4+ T-Zellen mit polarisierter beziehungsweise unpolarisierter Morphologie.
Pro durchgeführtem Experiment wurden mindestens 500 Zellen ausgewertet. Mittel-
wert +S.E.M., ***P5 0,001, ns bedeutet nicht signifikant. (B) Maximum-Intensitäts-
Projektionen von Z-Stapeln (0,3µM Intervall) aufgenommen mit einem konfokalen




Um die zelluläre Polarisierung, wie zuvor bereits im Falle des F-Aktin-Zytoskeletts ge-
schehen, anhand molekularer Marker zu beurteilen, wurde zudem eine Immunfärbung ge-
gen Oberflächen-exprimiertes CD44 auf ruhenden CD4+ T-Zellen durchgeführt und mit
Hilfe eines konfokalen LSMs analysiert. CD44, ein Glykoprotein, welches unter anderem
Hyaluronsäure bindet und so Zellkontakte zur extrazellulären Matrix herstellen kann, ist
in polarisierten T-Zellen bevorzugt am Hinterende, also im Uropod zu finden. In DMSO-
behandelten Kontrollzellen konnte in der Tat eine Verschiebung des CD44-Signals von
einer uniformen Oberflächenverteilung im unstimulierten Zusand hin zu einer Anreiche-
rung im Uropod beobachtet werden (Abbildung 3.17 B). Dynasore-behandelte T-Zellen
zeigten hingegen keine starke Verschiebung des CD44-Signals auf der Zelloberfläche, wo-
bei, wie zuvor bereits beobachtet (Abbildung 3.14 A), ein Uropod nicht mehr hinreichend
ausgebildet wurde (Abbildung 3.17 B).
50ng/ml PMA





80µM Dynasore++++ --- -
Phospho-ERM
ERM
Abbildung 3.18: Die Inhibition von Dynamin2 hat keinen Einfluss aus die Phosphorylierung
von ERM in humanen CD4+ T-Zellen. Analyse der Phosphorylierung von Ez-
rin/Radixin/Moesin (ERM) in primären ruhenden CD4+ T-Zellen. Kontrollzellen wur-
den mit DMSO versetzt, Dynamin2 wurde durch die Zugabe von 80 µM Dynasore inhi-
biert. Falls angegeben, wurden die Zellen mit 50 ng/ml PMA stimuliert und/oder auf ei-
ner Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-Fc und VCAM-1-Fc ausgesät. Die Zellen wurden
15min nach der Stimulation lysiert und eine Western-Blot-Analyse durchgeführt. Die
Phosphorylierung der untersuchten Kinasen wurde mit Hilfe Phospho-spezifischer An-
tikörper beurteilt (Ezrin: Threonin567; Radixin: Threonin564; Moesin: Threonin 558).
Die Polarisierung von Lymphozyten ist von verschiedenen Faktoren abhängig. Zu die-
sen Faktoren gehören die Proteine Ezrin, Radixin und Moesin (zusammengenommen
als ERM bezeichnet), welche Linker-Proteine zwischen der Plasmamembran und dem
Aktin-Zytoskelett darstellen [180]. ERM-Proteine werden im Rahmen der Polarisierung
von T-Zellen de-phosphoryliert [181], ein Prozess, der in Dynamin2-defizienten murinen
Thymozyten gestört ist [130]. Da in der vorliegenden Arbeit eine Fehlregulation der Po-
larisierung Dynasore-behandelter humaner CD4+ T-Zellen beobachtet wurde, sollte im
Folgenden untersucht werden, ob der ERM-Phosphorylierungsstatus zwischen Kontroll-
und Dynasore-behandelten Lymphozyten unterschiedlich ist. Hierfür wurden primäre
ruhende CD4+ T-Zellen entweder auf Plastik oder einer ICAM-1-Fc- sowie VCAM-1-
Fc-beschichteten Oberfläche ausgesät und teilweise mit PMA stimuliert. Anschließend
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wurde eine Western-Blot-Analyse unter Einsatz Phospho-spezifischer Antikörper durch-
geführt. Interessanterweise konnte keine Veränderung des Phosphorylierungsstatus von
ERM durch die Zugabe von PMA oder die Bereitstellung von Integrin-Liganden beob-
achtet werden (Abbildung 3.18). Auch die chemische Inhibition von Dynamin2 hatte
keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von ERM, was die Schlussfolgerung zulässt,
dass der Polarisierungsphänotyp in T-Zellen ohne funktionellem Dynamin2 nicht über
eine Fehlregulation von ERM verläuft.
3.10 Dynamin2 ist essentiell für die Aktivierung der kleinen
GTPase Rap1
Rap1 (Ras-related Protein 1 ), eine kleine GTPase aus der Ras-Superfamilie, ist eben-
falls ein bekannter Regulator der Polarisierung von Lymphozyten [182]. Darüber hinaus
spielt Rap1 eine wichtige Rolle bei der Integrin-Aktivierung und dadurch auch bei der
Integrin-vermittelten Zelladhäsion [33]. Da sowohl die Integrin-vermittelte Adhäsion als
auch Polarisierung in humanen T-Zellen ohne Dynamin2-Aktivität beeinträchtigt sind,
sollte untersucht werden, ob Rap1 in diesen Zellen effektiv aktiviert wird. Rap1 kann, wie
alle kleinen GTPasen, zwischen einem aktiven und einem inaktiven Zustand alternieren.
Reguliert wird dieser Wechsel über einen kontrollierten Austausch von Guanosindiphos-
phat (GDP) und Guanosintriphosphat (GTP). Wenn GDP gebunden ist, befinden sich
kleine GTPasen in einem inaktiven Zustand, ein Prozess der durch sogenannte GTPase-
aktivierende Proteine (GAPs) unterstützt wird. Ist jedoch GTP gebunden, befinden sich
kleine GTPasen in einem aktiven Zustand und üben viele verschiedene Funktionen in-
nerhalb der Zellen aus, meist über eine Bindung an sogenannte Effektorproteine. Der
Austausch von GDP zu GTP wird dabei durch GTP-Austauschfaktoren (GEFs, Guano-
sine triphosphate Exchange Factors) reguliert, die somit im Zusammenspiel mit GAPs
die Aktivität der kleinen GTPase kontrollieren. Die Eigenschaft von Rap1, in aktivem
Zustand an GTP gebunden zu sein, wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um die
Aktivität des Proteins zu analysieren. Primäre humane CD4+ T-Zellen wurden in Sus-
pension mit PMA stimuliert und anschließend wurde ein biochemischer Pulldown des
aktivierten Proteins durchgeführt. Dabei wurde die Rap1-bindende Domäne des Effek-
torproteins RalGDS eingesetzt, welche nur an Rap1-GTP, nicht aber an Rap1-GDP bin-
det. Diese Domäne wurde an GST fusioniert. Die Aufreinigung erfolgte dementspre-
chend über eine Glutathion-Matrix. Das Experiment wurde schließlich mit Hilfe einer
Western-Blot-Analyse ausgewertet. Wie in Abbildung 3.19 zu sehen ist, wirkt sich die
chemische Inhibition der GTPase-Aktivität von Dynamin2 durch Dynasore massiv auf
























DMSO      80µM Dynasore
PMA
(50ng/ml, 5min)













Abbildung 3.19: Dynamin2 spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von Rap1, nicht
jedoch bei der von Ras und Rac1. (A) Beispiele von Western-Blot-Analysen bio-
chemischer Pulldowns aktivierter GTP-gebundener kleiner GTPasen. Rap1 und Ras
wurden über GST-RalGDS-RBD, Rac1 über GST-Pak1-PBD aufgereinigt. Die in die
Pulldowns eingesetzten Zelllysate wurden aus humanen primären CD4+ T-Zellen ge-
wonnen. Kontrollzellen wurden mit DMSO versetzt, Dynamin2 wurde durch die Zu-
gabe von 80 µM Dynasore inhibiert. Falls angegeben, wurden die Zellen für 5min
mit 50 ng/ml PMA in Suspension stimuliert. (B, n= 3) Quantifizierung der relativen
Rap1-Aktivierung basierend auf der Auswertung der Western-Blot-Analysen. Der Wert
der PMA-stimulierten DMSO-behandelten Probe wurde auf eins gesetzt. Mittelwert
+S.E.M., **P5 0,01, Us bedeutet unstimuliert. Abbildung modifiziert nach Eppler et
al., 2017 [163].
len nach PMA-Stimulation eine starke Aktivierung von Rap1 zeigten, war in Dynasore-
behandelten T-Zellen nur eine minimale Aktivierung zu sehen (Abbildung 3.19). Zudem
ist es wichtig zu erwähnen, dass dieser Effekt spezifisch für Rap1 war. Die nah verwandte
kleine GTPase Ras, welche in ihrer aktiven Form ebenfalls an RalGDS bindet, wurde in
ihrer Aktivierung nicht durch die Zugabe von Dynasore beeinträchtigt (Abbildung 3.19
A). Auch Rac1, eine kleine GTPase aus der Superfamilie der Rho-GTPasen, die ebenfalls
wichtige Funktionen in der Regulation des Aktin-Zytoskeletts, der Zelladhäsion und der
Motilität aufweist, wurde in ihrer Aktivität nicht durch die chemische Inhibition von
Dynamin2 beeinflusst (Abbildung 3.19 A).
Um zu bekräftigen, dass Dynamin2 eine essentielle Rolle in der Aktivierung von Rap1
spielt, wurden zusätzlich weitere biochemische Pulldowns mit primären humanen CD4+
T-Zellen durchgeführt. So konnte gezeigt werden, dass auch die Zugabe von Dynole 34-
2, einem chemisch nicht mit Dynasore verwandten Inhibitor von Dynamin2, eine starke
Defizienz in der PMA-stimulierten Aktivierung von Rap1 zur Folge hatte, während das
inaktive Dynole 31-2 keinen Einfluss auf diese zeigte (Abbildung 3.20 A, B). Auch die
siRNA-vermittelte Herunterregulation der Expression von Dynamin2 störte die PMA-
stimulierte Aktivierung von Rap1 in humanen CD4+ T-Zellen massiv, wohingegen Zellen,
welche mit Kontroll-siRNA transfiziert worden waren, nach wie vor eine große Menge an
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Abbildung 3.20: Dynamin2 ist essentiell für die PMA-stimulierte Aktivierung von Rap1.
(A, C) Beispiele von Western-Blot-Analysen biochemischer Pulldowns von aktivier-
tem GTP-gebundenem Rap1, welches über GST-RalGDS-RBD aufgereinigt wurde. Die
in die Pulldowns eingesetzten Zelllysate wurden aus humanen primären CD4+ T-Zellen
gewonnen. Falls angegeben, wurden die Zellen für 5min mit 50 ng/ml PMA in Suspen-
sion stimuliert. (A, B) Dynamin2 wurde durch Zugabe von 3µM Dynole 34-2 inhibiert,
Kontrollzellen mit 3 µM des inaktiven Dynole 31-2 versetzt. (C, D) Die Expression von
Dynamin2 wurde durch die Transfektion der Zellen mit zwei unterschiedlich Dynamin2-
siRNA Oligos 48 h vor dem Experiment herunterreguliert, Kontrollzellen wurden mit
einer inaktiven Kontroll-siRNA transfiziert. (B, D) Quantifizierung der relativen Rap1-
Aktivierung basierend auf der Auswertung der Western-Blot-Analysen. Der Wert der
PMA-stimulierten Dynole 31-2-behandelten Probe (B, n= 4) beziehungsweise der PMA-
stimulierten mit Kontroll-siRNA transfizierten Proben (D, n= 3) wurde auf eins gesetzt.
Mittelwert +S.E.M., **P5 0,01, *P5 0,05, Us bedeutet unstimuliert. Abbildung mo-
difiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
Zudem konnte gezeigt werden, dass nicht nur die PMA-stimulierte Aktivierung von Rap1
sensitiv gegenüber der Inhibition von Dynamin2 ist. Die kleine GTPase wurde auch durch
T-Zell-Rezeptor-abhängige Signalkaskaden aktiviert, welche mit stimulierenden Antikör-
pern gerichtet gegen CD3 und CD28 induziert wurden, und diese Aktivierung war eben-
falls abhängig von einem funktionellen Dynamin2 (Abbildung 3.21 A). Auch das basal
sehr hohe Aktivierungslevel von Rap1 in CD4+ Effektor-T-Zellen [183] war sensitiv ge-
genüber der chemischen Inhibition von Dynamin2 durch Dynasore (Abbildung 3.21 B).
Dieser Befund spricht dafür, dass Dynamin2 nicht nur die Rap1-Aktivierung durch ex-
















Abbildung 3.21: Dynamin2 reguliert die T-Zell-Rezeptor-vermittelte Aktivierung von Rap1
und die Aufrechterhaltung der basalen Rap1-Aktivität in Effektor-T-Zellen.
Beispiele von Western-Blot-Analysen biochemischer Pulldowns von aktiviertem GTP-
gebundenem Rap1, das über GST-RalGDS-RBD aufgereinigt wurde. Kontrollzellen wur-
den mit DMSO versetzt, Dynamin2 wurde durch die Zugabe von 80 µM Dynasore inhi-
biert. (A) Die in die Pulldowns eingesetzten Zelllysate wurden aus ruhenden humanen
CD4+ T-Zellen gewonnen. Falls angegeben, wurden die Zellen für 2min in Suspension
mit Dynabeads stimuliert, welche mit aktivierenden α-CD3- und α-CD28-Antikörpern
beschichtet waren (1:1-Verhältnis zu den Zellen). (B) Die in die Pulldowns eingesetzten
Zelllysate wurden aus humanen CD4+ Effektor-T-Zellen gewonnen, welche zuvor 72 h
mit aktivierenden α-CD3- und α-CD28-Antikörpern stimuliert worden waren. Die Zellen
hatten für mehrere Stunden bevor das Experiment durchgeführt wurde keinen Kontakt
mehr zu den Antikörpern. Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
Der Befund, dass Dynamin2 für den Dauerzustand eines basal aktiven Rap1 in CD4+
Effektor-T-Zellen von großer Bedeutung ist, erklärt auch, warum diese Zellen ihre un-
stimuliert relativ starke Adhäsion an Integrin-Liganden durch die Zugabe von Dyna-
sore verlieren (Abbildung 3.4 C, D). Des Weiteren migrieren CD4+ Effektor-T-Zellen
auch ohne die Zugabe von externen Chemokinen effektiv auf 2-dimensionalen Oberflä-
chen, welche mit Integrin-Liganden beschichtet sind. Diese Integrin-abhängige Migration
könnte ebenfalls auf die hohe basale Rap1-Aktivität in Effektor-T-Zellen zurückzuführen
sein und wäre somit ebenfalls sensitiv gegenüber der Inhibition der Dynamin2 GTPase-
Aktivität. In der Tat konnte durch Zugabe von Dynasore die basale Motilität humaner
CD4+ Effektor-T-Zellen auf den Integrin-Liganden ICAM-1-Fc sowie VCAM-1-Fc massiv
herabgesetzt werden (Abbildung 3.22).
Da eindeutig gezeigt werden konnte, dass die Aktivierung von Rap1 in humanen T-
Zellen, welche über kein funktionelles Dynamin2 mehr verfügen, massiv herabgesetzt ist,
und da Rap1 als wichtiger Regulator der Zelladhäsion beschrieben wurde, sollte im Fol-
genden analysiert werden, ob die fehlerhafte Aktivierung von Rap1 auch tatsächlich der
Grund für den Adhäsionsdefekt in Dynamin2-defizienten T-Zellen ist. Aus diesem Grund
wurden primäre humane CD4+ T-Zellen mit verschiedenen Vektor-DNA-Konstrukten
transfiziert. Als Kontrolle wurde pEGFP-N1 als Leervektor überexprimiert, was zu ei-
ner Expression von eGFP in den Zellen führte. Des Weiteren wurden pEGFP-N1-Rap1a































































































































Abbildung 3.22: Die basale Motilität humaner CD4+ Effektor-T-Zellen auf 2-dimensionalen
mit Integrin-Liganden beschichteten Oberflächen ist abhängig von Dyna-
min2. Analyse der basalen unstimulierten Migration von humanen CD4+ Effektor-T-
Zellen auf 2-dimensionalen mit den Integrin-Liganden ICAM-1-Fc (A-C) und VCAM-
1-Fc (D-F) beschichteten Oberflächen. Ruhende primäre CD4+ T-Zellen wurden zuvor
72 h mit aktivierenden α-CD3- und α-CD28-Antikörpern stimuliert, hatten jedoch für
mehrere Stunden vor dem Experiment keinen Kontakt mehr zu den Antikörpern. Die
Lymphozyten wurden über einen Zeitraum von 30min analysiert. Angegeben sind die
Migrationsspuren (A, D) sowie die Werte für akkumulierte Distanz (B, E) und durch-
schnittliche Geschwindigkeit einzelner Zellen (C, F). Die Ergebnisse zeigen die Auswer-
tung eines repräsentativen Experimentes von drei verschiedenen unabhängig voneinan-
der durchgeführten Ansätzen. Mittelwert +S.E.M., ***P5 0,001. Abbildung modifiziert
nach Eppler et al., 2017 [163].
Rap1a-eGFP Wildtyp Fusionsprotein beziehungsweise eine konstitutiv aktive Punktmu-
tante eGFP-Rap1a G12V überexprimierten. Diese Zellen wurden nun entweder mit DM-
SO als Kontrolle oder mit Dynasore zur Inhibition der Dynamin2 GTPase-Aktivität
versetzt und anschließend die statische Adhäsion auf ICAM-1-Fc analysiert. Wie zu er-
warten war, konnte eine starke Adhäsion bei DMSO-behandelten Kontrollzellen nach der
Stimulation mit PMA beobachtet werden, während ohne PMA-Stimulation auch die Zel-
len, welche die beiden Rap1a-eGFP Konstrukte überexprimierten, keine starke Adhäsion
aufwiesen (Abbildung 3.23 A). Dies spricht dafür, dass eine alleinige Aktivierung von
Rap1, wie es im Falle der Zellen, welche die konstitutiv aktive Mutante Rap1a G12V
überexprimierten und nicht mit PMA stimuliert wurden zutraf, für eine effiziente Adhä-
sion von T-Zellen nicht ausreichend ist. Vielmehr scheinen dafür zusätzlich weitere, in
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diesem Fall ebenfalls durch PMA stimulierte Prozesse, notwendig zu sein. Dennoch konn-
te eine geringe Zunahme in der PMA-stimulierten Adhäsion von Rap1a-eGFP Wildtyp
sowie G12V überexprimierenden Zellen im Vergleich zu den eGFP überexprimierenden
Zellen beobachtet werden (Abbildung 3.23 A). Ein anderes Bild bot sich jedoch bei den
Dynasore-behandelten Zellen. T-Lymphozyten, welche nur eGFP überexprimierten, wa-
ren auch nach PMA-Stimulation nicht in der Lage, auf ICAM-1-Fc zu adhärieren. Eine
Überexpression von Rap1a-eGFP Wildtyp konnte diesen Phänotyp jedoch beseitigen und
die Adhäsion auf ein vergleichbares Niveau zu den DMSO-behandelten Kontrollzellen an-
heben. Die Überexpression von Rap1a-eGFP G12V führte sogar zu einem circa 3,5-fachen
Anstieg der PMA-stimulierten Adhäsion in Dynasore-behandelten Zellen verglichen mit





























































Abbildung 3.23: Die Überexpression von Rap1a-eGFP-Kontrukten stellt die Adhäsion in
Dynasore-behandelten humanen T-Zellen wieder her. Analyse (A) humaner
CD4+ T-Zellen oder (B) von Jurkat E6.1 T-Zellen, welche entweder eGFP als Kon-
trolle oder die Fusionsproteine Rap1a-eGFP Wildtyp beziehungsweise die konstitutiv
aktive Punktmutante Rap1a-eGFP G12V überexprimierten. Kontrollzellen wurden mit
DMSO versetzt, Dynamin2 durch Zugabe von 80µM Dynasore inhibiert. (A, n= 2)
Analyse der relativen Adhäsion auf ICAM-1-Fc. Falls angegeben, wurden die Zellen
mit 50 ng/ml PMA stimuliert. Die PMA-stimulierte, DMSO-behandelte und eGFP-
überexprimierende Kontrolle wurde auf eins gesetzt. (B) Western-Blot-Analyse ei-
nes biochemischen Pulldowns von aktiviertem GTP-gebundenem Rap1 (endogen sowie
überexprimiert), das über GST-RalGDS-RBD aufgereinigt wurde. Abbildung modifi-
ziert nach Eppler et al., 2017 [163].
Es stellt sich nun die Frage, warum auch die Überexpression des Rap1a-eGFP Wildtyp-
Konstrukts das Adhäsionsdefizit in Dynasore-behandelten Zellen beheben konnte. Um
dies zu analysieren, wurde ein biochemischer Pulldown von aktiviertem Rap1 in Jurkat
E6.1 T-Zellen durchgeführt, welche die entsprechenden Konstrukte überexprimierten. So
konnte gezeigt werden, dass endogen exprimiertes Rap1 zwar durch die Zugabe von Dyna-
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sore in seiner Aktivität massiv beeinträchtigt wird, überexprimiertes Rap1a-eGFP jedoch
sowohl als Wildtyp- als auch als konstitutiv akives Protein in seiner Aktivität nicht durch
Dynasore beeinflusst wurde (Abbildung 3.23 B). Da, vermutlich als Begleiterscheinung
der Überexpression, auch ein hohes Level an aktiviertem Rap1a-eGFP Wildtyp vorlag,
konnte der Adhäsionsphänotyp Dynasore-behandelter Zellen auch mit diesem Konstrukt,
und nicht nur mit der konstitutiv akiven Mutante, beseitigt werden (Abbildung 3.23 A).
Diese Ergebnisse zeigen, dass in humanen CD4+ T-Lymphozyten, welche über kein akti-
ves Dynamin2 verfügen, der entsprechend beobachtete Verlust der Integrin-vermittelten
Adhäsion auf die defiziente Aktivierung der kleinen GTPase Rap1 zurückzuführen ist.
3.11 Dynamin2 co-lokalisiert nicht mit Markern für frühe
Endosomen und Lysosomen, Tubulin, β2-Integrinen
oder Talin1 an der basalen Plasmamembran adhärenter
T-Zellen
Wie bereits beschrieben wurde, konnte überexprimiertes Dynamin2-eGFP in Cluster -
ähnlichen Strukturen an der basalen Plasmamembran adhärierender beziehungsweise ad-
härenter Jurkat E6.1 T-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 3.2 B). Da es sich bei
den Dynamin2-haltigen Akkumulationen um definierte Strukturen zu handeln scheint,
stellt sich die Frage, was für eine Funktion diese in der Zelle haben. Dynamin2 spielt, wie
bereits erwähnt, eine wichtige Rolle für intrazelluläre Vesikeltransport-Prozesse [80]. Es
könnte also sein, dass die beobachteten Akkumulationen von Dynamin2 an der basalen
Plasmamembran adhärenter T-Zellen lediglich Punkte mit hoher Endozytose-Aktivität
sind. Falls dies zutreffen sollte, wäre zu erwarten, dass Proteine, welche spezifisch auf
Membranen des frühen Endosomen-Kompartiments exprimiert werden, mit Dynamin2
in den Cluster -ähnlichen Strukturen co-lokalisieren. Die kleine GTPase Rab5A ist ein
solcher Marker für frühe Endosomen und reguliert deren Reifung in späte Endosomen
[184]. Um zu untersuchen, ob Rab5A und Dynamin2 an der basalen Plasmamembran ad-
härenter T-Zellen co-lokalisieren, wurden Jurkat E6.1 T-Zellen, welche Dynamin2-eGFP
überexprimierten, auf Oberflächen ausgesät, die mit ICAM-1-Fc sowie aktivierenden α-
CD3- und α-CD28-Antikörpern beschichtet waren, um eine Integrin-vermittelte Zelladhä-
sion auszulösen. Während des Adhäsionsprozesses wurden die Zellen fixiert und eine Im-
munmarkierung mit einem Antikörper gegen Rab5A durchgeführt. Das Aktin-Zytoskelett
wurde zudem mit fluorochromiertem Phalloidin markiert. Die Zellen wurden anschließend
mit einem konfokalen LSM mit Fokus auf die basale Plasmamembran analysiert. Inter-
essanterweise konnte so jedoch keine Co-Lokalisation von Rab5A und Dynamin2-eGFP
beobachtet werden, da Rab5A nicht in den Dynamin2-angereicherten Akkumulationen
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an der Plasmamembran zu finden war, sondern vielmehr an tubulären Strukturen, welche
sich von der Peripherie hin zum Mittelpunkt der Zelle zogen (Abbildung 3.24 A).
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Abbildung 3.24: Dynamin2-eGFP co-lokalisiert nicht mit Rab5A, EEA1, LAMP1 und Tubu-
lin an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen. Repräsentative Auf-
nahmen von Dynamin2-eGFP überexprimierenden Jurkat E6.1 T-Lymphozyten. Die
Zellen wurden auf einer Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-Fc sowie aktivierenden α-
CD3- (10 µg/ml) und α-CD28-Antikörpern (20µg/ml) für 15min ausgesät und anschlie-
ßend fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit fluorochromiertem Phalloidin markiert.
Zudem wurde eine Immunfluoreszenzfärbung von (A) Rab5A, (B) EEA1, (C) LAMP1
und (D) Tubulin durchgeführt. Die Zellen wurden mit Hilfe eines konfokalen LSMs und
mit Fokus auf die basale Plasmamembran analysiert.
Auch ein weiterer Marker für frühe Endosomen, EEA1 (Early Endosome Antigen 1),
ein Protein, das eine wichtige Rolle in der Vesikelfusion spielt [185], konnte nicht in den
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Dynamin2-eGFP-haltigen Cluster -ähnlichen Strukturen in adhärenten T-Zellen nachge-
wiesen werden (Abbildung 3.24 B). Da Dynamin2 auch in die Reifung von Lysosomen
impliziert ist [186], wurde ebenfalls eine mögliche Co-Lokalisation von Dynamin2-eGFP
mit Lysosomen analysiert. Eine Immunfluoreszenzfärbung des lysosomal exprimierten
Proteins LAMP1 (Lysosomal-Associated Membrane Protein 1) veranschaulichte jedoch,
dass Dynamin2-eGFP auch nicht mit Lysosomen in adhärenten T-Zellen co-lokalisierte.
Diese waren dagegen sehr punktuell und stark konzentriert auf ein spezifisches Areal
innerhalb der Zelle zu finden (Abbildung 3.24 C).
Dynamin wurde ursprünglich als Mikrotubuli-assoziiertes Protein entdeckt [75]. Aus die-
sem Grund wurde auch die Lokalisation der Mikrotubuli in adhärenten T-Zellen analy-
siert, welche jedoch ebenfalls keine starke Co-Lokalisation mit Dynamin2-eGFP zeigten
(Abbildung 3.24 D). Die Verteilung des Tubulins ging von einem zentralen Mikrotubuli-
organisierenden Zentrum aus in die Peripherie der Zelle, eine ähnliche Verteilung, wie
bereits für Rab5A beobachtet. Da bekannt ist, dass Rab5 die Motilität früher Endoso-
men entlang von Mikrotubuli organisiert [187], ist anzunehmen, dass auch in adhärenten
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Abbildung 3.25: Dynamin2-eGFP co-lokalisiert nicht mit CD18 und Talin1 an der basalen
Plasmamembran adhärenter T-Zellen. Repräsentative Aufnahmen von Dynamin2-
eGFP überexprimierenden Jurkat E6.1 T-Lymphozyten. Die Zellen wurden auf einer
Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-Fc sowie aktivierenden α-CD3- (10 µg/ml) und α-
CD28-Antikörpern (20µg/ml) für 15min ausgesät und anschließend fixiert. Das Aktin-
Zytoskelett wurde mit fluorochromiertem Phalloidin markiert. Zudem wurde eine Im-
munfluoreszenzfärbung von (A) CD18 (β2-Integrin) und (B) Talin1 durchgeführt. Die
Zellen wurden mit Hilfe eines konfokalen LSMs und mit Fokus auf die basale Plasma-
membran analysiert. Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
Die Dynamin2-eGFP-haltigen Cluster -ähnlichen Strukturen sind, wie bereits beschrie-
94
3 Ergebnisse
ben, an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen zu finden, also dem Teil der
Zelle, welcher die Adhäsion vermittelt. So drängt sich die Frage auf, ob diese Cluster even-
tuell Adhäsionsstrukturen sein könnten. Falls dies der Fall wäre, würde man dort eine An-
reicherung von Adhäsionsrezeptoren und deren zugehörigen Adapterproteinen erwarten.
Da als Integrin-Ligand ICAM-1-Fc angeboten worden war, wurde eine Immunmarkierung
der β2-Integrin-Kette (CD18) durchgeführt, welche Teil aller ICAM-1-bindenden Integri-
ne ist. Interessanterweise konnte zwar eine Anhäufung von CD18 in ein großes Cluster an
der basalen Plasmamembran der Zellen beobachtet werden, jedoch gab es keine auffällige
Akkumulation von Dynamin2-eGFP darin. Auch die wesentlich kleineren Anhäufungen
von Dynamin2-eGFP wiesen keine Co-Lokalisation mit CD18 auf (Abbildung 3.25 A).
Des Weiteren wurde eine Immunmarkierung von Talin1, einem essentiellen Linker-Protein
zwischen allen Integrinen und dem Aktin-Zytoskelett [188], durchgeführt. Doch auch Ta-
lin1 zeigte keine spezifische Co-Lokalisation mit den Dynamin2-eGFP Clustern an der
basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen (Abbildung 3.25 B). Dies lässt die Schluss-
folgerung zu, dass es sich bei den beobachteten Dynamin2-eGFP-haltigen Strukturen
nicht um Adhäsionsstrukturen handelt.
3.12 Dynamin2 reguliert die Aktivierung von FAK und Pyk2
und co-lokalisiert mit ihnen sowie mit Kinasen der
Src-Familie an der basalen Plasmamembran adhärenter
T-Zellen
Die Tyrosinkinase FAK (Focal Adhesion Kinase) sowie das nah verwandte Protein Pyk2
(Proline-rich Tyrosine Kinase 2 ) sind bekannte Regulatoren von Integrin-Funktionen und
T-Zelladhäsion. Ihre Aktivierung basiert auf einer Autophosphorylierung, die durch ver-
schiedene externe Stimuli oder auch intrinsische Signalkaskaden induziert werden kann.
Wenn entsprechend autophosphoryliert (FAK an Tyrosin397, Pyk2 an Tyrosin402), in-
teragieren die beiden Tyrosinkinasen mit Mitgliedern der Familie der Src-Kinasen (SFKs,
Src Family Kinases) durch direkte Bindung an diese, was zu weiteren Phosphorylierun-
gen führt [189]. Zudem wurde bereits beschrieben, dass auch Mitglieder der Dynamin-
Familie in diese Komplexe rekrutiert werden können [118]. Um zu analysieren, ob solche
Komplexe auch während des Adhäsionsprozesses in humanen T-Zellen gebildet werden,
wurden Dynamin2-eGFP überexprimierende Jurkat E6.1 T-Zellen auf Oberflächen ausge-
sät, die mit ICAM-1-Fc sowie aktivierenden α-CD3- und α-CD28-Antikörpern beschich-
tet waren. Die Zellen wurden während der Adhäsion fixiert und Immunfärbungen mit
Phospho-spezifischen Antikörpern gegen FAK, Pyk2 und SFKs durchgeführt. Das Aktin-
Zytoskelett wurde mit fluorochromiertem Phalloidin markiert. Die Zellen wurden an-
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schließend mit einem konfokalen LSM analysiert. Dynamin2 akkumulierte auch hier wie-
der in Cluster -ähnlichen Strukturen an der basalen Plasmamembran (Abbildung 3.26).
Interessanterweise konnte in diesen Anhäufungen eine sehr starke Co-Lokalisation mit ak-
tivierter, also autophosphorylierter FAK beobachtet werden (Abbildung 3.26 A). Auch
Pyk2 und SFKs co-lokalisierten in ihrer aktivierten Form an der basalen Plasmamembran
mit Dynamin2 in den Cluster -ähnlichen Strukturen, wie Immunfluoreszenzmarkierungen
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Abbildung 3.26: Dynamin2-eGFP co-lokalisiert mit FAK, Pyk2 und SFKs in ihrem akti-
vierten Zustand an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen. Re-
präsentative Aufnahmen von Dynamin2-eGFP überexprimierenden Jurkat E6.1 T-
Lymphozyten. Die Zellen wurden auf einer Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-Fc so-
wie aktivierenden α-CD3- (10µg/ml) und α-CD28-Antikörpern (20 µg/ml) für 15min
ausgesät und anschließend fixiert. Das Aktin-Zytoskelett wurde mit fluorochromiertem
Phalloidin markiert. Zudem wurden Immunfluoreszenzfärbungen mit Hilfe Phospho-
spezifischer Antikörper von (A) Phospho-FAK (Tyrosin397), (B) Phospho-Pyk2 (Ty-
rosin402) oder (C) Phospho-SFKs (Src Family Kinases, Tyrosin416 oder äquivalent)
durchgeführt. Die Zellen wurden mit Hilfe eines konfokalen LSMs und mit Fokus auf
die basale Plasmamembran analysiert. Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017
[163].
Eine so starke Co-Lokalisation, wie sie im Falle von Dynamin2 und den oben genannten
Tyrosinkinasen zu finden ist, könnte ein Hinweis auf einen funktionellen Zusammenhang
zwischen diesen Proteinen sein. So stellt sich die Frage, ob Dynamin2 einen Einfluss
auf den Aktivierungsstatus von FAK und Pyk2 in T-Lymphozyten haben könnte. Um
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dies zu untersuchen, wurden primäre humane CD4+ T-Zellen sowie Jurkat E6.1 T-Zellen
auf entweder unbeschichteten, mit ICAM-1-Fc-beschichteten oder mit ICAM-1-Fc- und α-
CD3-/α-CD28-Antikörpern-beschichteten Oberflächen ausgesät, dort für 15min inkubiert
und anschließend mit Hilfe einer Western-Blot-Analyse die Phosphorylierung von FAK
und Pyk2 überprüft. In DMSO-behandelten Kontrollzellen führte die Inkubation auf
einer Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-Fc sowie α-CD3- und α-CD28-Antikörpern zu
einer starken Aktivierung von FAK und Pyk2, welche durch deren Autophosphorylierung
an den Tyrosinen an Position 397 (FAK) beziehungsweise 402 (Pyk2) deutlich wurde
(Abbildung 3.27). Eine alleinige Inkubation der Zellen auf ICAM-1-Fc hatte dabei nur
einen minimalen bis keinen Effekt. Wurde aber nun die Dynamin2 GTPase-Aktivität
durch die Zugabe von Dynasore inhibiert, wurde in den T-Zellen weder FAK noch Pyk2
effizient phosphoryliert, was eindeutig für eine Rolle von Dynamin2 bei der Aktivierung
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Abbildung 3.27: Dynamin2 reguliert die Aktivierung von FAK und Pyk2. Analyse der Akti-
vierung von FAK und Pyk2 in Jurkat E6.1 T-Zellen sowie primären humanen CD4+
T-Zellen welche jeweils entweder mit DMSO als Kontrolle oder mit 80µM Dynasore
zur Inhibition von Dynamin2 behandelt wurden. Die Lymphozyten wurden entweder
auf unbeschichteten, auf mit ICAM-1-Fc-beschichteten oder auf mit ICAM-1-Fc- und
α-CD3-/α-CD28-Antikörpern-beschichteten Oberflächen ausgesät und dort für 15min
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und der Phosphorylierungsstatus von
FAK und Pyk2 mit Hilfe einer Western-Blot-Analyse untersucht. Abbildung modifiziert
nach Eppler et al., 2017 [163].
3.13 Dynamin2 co-lokalisiert mit RapGEF1 an der basalen
Plasmamembran adhärenter T-Zellen und reguliert
dessen Phosphorylierung
Da in der vorliegenden Arbeit bereits gezeigt wurde, dass Dynamin2 eine wichtige Rolle
bei der Aktivierung der kleinen GTPase Rap1 spielt, stellte sich die Frage, ob Dyna-




































Abbildung 3.28: Es gibt keine nachweisbare direkte Interaktion zwischen Dynamin2
und Rap1 beziehungsweise RapGEF1. Western-Blot-Analysen von Co-
Immunpräzipitationen (Co-IPs) in primären humanen CD4+ T-Zellen. Für die Co-IPs
wurden entweder (A) α-Dynamin2 oder (B) α-RapGEF1-Antikörper und ihre jeweili-
gen Isotyp-Kontrollen verwendet, wobei die Antikörper zuvor auf Protein G-gekoppelten
Dynabeads immobilisiert worden waren. Falls angegeben, wurden die Zellen für 5min
mit 50 ng/ml PMA stimuliert. Kontrollzellen wurden mit DMSO inkubiert, Dynamin2
wurde durch Zugabe von 80 µM Dynasore inhibiert. Abbildung modifiziert nach Eppler
et al., 2017 [163].
Zelllysaten von primären humanen CD4+ T-Zellen eine Co-Immunpräzipitation (Co-IP)
durchgeführt, eine Methode, die dem Nachweis direkter Protein-Protein-Interaktionen
dient. Interessanterweise konnte jedoch keine direkte Interaktion zwischen Rap1 und
Dynamin2 nachgewiesen werden, weder in unstimulierten noch in PMA-stimulierten T-
Zellen (Abbildung 3.28 A). Im Gegensatz dazu konnte jedoch eine direkte Interaktion
zwischen Dynamin2 und Vav1 beobachtet werden (Abbildung 3.28 A), welche bereits
beschrieben wurde und als Positiv-Kontrolle für die Co-IP diente [113]. Mit einer weite-
ren Co-IP wurden zudem direkte Interaktionen mit RapGEF1 (auch bekannt als C3G),
einem wichtigen GEF für Rap1 [60], untersucht. Jedoch konnte auch hier keine direk-
te Bindung von RapGEF1 an Dynamin2 oder Rap1 beobachtet werden (Abbildung 3.28
B). Die Adapter-Proteine Crk-L sowie Grb2, beides bekannte Interaktoren von RapGEF1
[190], konnten jedoch mit der IP von RapGEF1 aus den Zelllysaten depletiert werden
(Abbildung 3.28 B).
Da ein Negativ-Ergebnis einer Co-IP noch keine endgültige Aussage darüber zulässt,
ob Proteine wirklich nicht miteinander interagieren, und da es auch die Möglichkeit in-
direkter Interaktionen von Proteinen in multimeren Komplexen gibt, wurde neben der
Co-IP auch noch die Möglichkeit einer Co-Lokalisation von Dynamin2 mit Rap1 so-
wie mit RapGEF1 mikroskopisch untersucht. Hierfür wurden, wie bereits beschrieben,
Dynamin2-eGFP überexprimierende Jurkat E6.1 T-Zellen auf einer Oberfläche beschich-
tet mit ICAM-1-Fc sowie aktivierenden Antikörpern gerichtet gegen CD3 und CD28
ausgesät, für 15min inkubiert und anschließend fixiert. Im Falle von Rap1 wurde zu-
sätzlich zu Dynamin2-eGFP auch noch ein Rap1a-RFP-Konstrukt überexprimiert, die
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Co-Lokalisation zwischen Dynamin2 und RapGEF1 wurde mittels einer Immunfluores-
zenzmarkierung analysiert. Die Auswertung erfolgte schließlich mit einem konfokalen
LSM. Doch auch mit dieser Methode konnte keine Co-Lokalisation von Dynamin2-eGFP
und Rap1a-RFP beobachtet werden, was, zusammengenommen mit den Ergebnissen der
Co-IP, eine direkte Interaktion zwischen den beiden Proteinen sehr unwahrscheinlich
macht (Abbildung 3.29 A). Im Gegensatz dazu konnte jedoch eine Anreicherung von
RapGEF1 in den Dynamin2-haltigen Cluster -ähnlichen Strukturen an der basalen Plas-
mamembran beobachtet werden (Abbildung 3.29 B). Wichtig zu erwähnen ist, dass für
die Immunmarkierung von RapGEF1 ein Phospho-spezifischer Antikörper benutzt wur-
de, der nur phosphoryliertes RapGEF1 (Tyrosin504) erkennt. Diese Phosphorylierung an
RapGEF1 wird durch Kinasen der Src-Familie, welche in ihrer aktivierten Form ebenfalls
in den Dynamin2-haltigen Komplexen zu finden waren (Abbildung 3.26 C), vermittelt
[59]. Zudem wird die GEF-Aktivität von RapGEF1 für Rap1 durch die Phosphorylierung
an Tyrosin504 massiv erhöht [58].
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Abbildung 3.29: Dynamin2-eGFP co-lokalisiert nicht mit Rap1a-RFP, jedoch mit phospho-
ryliertem RapGEF1 an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen.
Repräsentative Aufnahmen von Dynamin2-eGFP überexprimierenden Jurkat E6.1 T-
Lymphozyten. Die Zellen wurden auf einer Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-Fc sowie
aktivierenden α-CD3- (10 µg/ml) und α-CD28-Antikörpern (20µg/ml) für 15min aus-
gesät und anschließend fixiert. Zudem wurde (A) ein Rap1a-RFP-Konstrukt überex-
primiert beziehungsweise (B) eine Immunfluoreszenzfärbung mit Hilfe eines Phospho-
spezifischen Antikörpers gegen Phospho-RapGEF1 (Tyrosin504) durchgeführt. Die Zel-
len wurden mit Hilfe eines konfokalen LSMs und mit Fokus auf die basale Plasmamem-
bran analysiert. Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
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Da eine Co-Lokalisation von Dynamin2 mit aktivierten SFKs und aktiviertem Rap-
GEF1 an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen nachgewisen wurde, stellt
sich die Frage, ob Dynamin2 die SFK-vermittelte Aktivierung von RapGEF1 kontollie-
ren könnte. Um dies zu überprüfen, wurden primäre humane CD4+ T-Zellen auf ent-
weder unbeschichteten, mit ICAM-1-Fc-beschichteten oder mit ICAM-1-Fc- und α-CD3-
/α-CD28-Antikörpern-beschichteten Oberflächen ausgesät, dort für 15min inkubiert und
schließlich mit Hilfe einer Western-Blot-Analyse die Phosphorylierung von RapGEF1
an Tyrosin504 überprüft. Tatsächlich wurde ein massiver Phosphorylierungs-Defekt von
RapGEF1 an Tyrosin504 in Dynasore-behandelten T-Zellen beobachtet, während mit
DMSO inkubierte Kontrollzellen nach der Stimulation mit aktivierenden α-CD3- und
α-CD28-Antikörpern eine starke Phosphorylierung von RapGEF1 aufwiesen (Abbildung
3.30). Dieses Ergebnis zeigt, dass funktionelles Dynamin2 eine wichtige Rolle bei der


















































Abbildung 3.30: Dynamin2 reguliert die Aktivierung von RapGEF1. Analyse der Aktivierung
von RapGEF1 in primären humanen CD4+ T-Zellen welche entweder mit DMSO als
Kontrolle oder mit 80µM Dynasore zur Inhibition von Dynamin2 behandelt wur-
den. Die Lymphozyten wurden entweder auf unbeschichteten, auf mit ICAM-1-Fc-
beschichteten oder auf mit ICAM-1-Fc- und α-CD3-/α-CD28-Antikörpern-beschichteten
Oberflächen ausgesät und dort für 15min inkubiert. Anschließend wurden die Zellen
lysiert und der Phosphorylierungsstatus von RapGEF1 mit Hilfe einer Western-Blot-
Analyse untersucht. (A) Repräsentative Western-Blot-Analyse der Phosphrylierung von
RapGEF1. (B, n= 4) Quantifizierung der relativen RapGEF1-Aktivierung basierend auf
der Auswertung der Western-Blot-Analysen. Der Wert der α-CD3-/α-CD28/ICAM-1-
Fc-stimulierten DMSO-behandelten Probe wurde auf eins gesetzt. Mittelwert +S.E.M.,
***P5 0,001. Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
3.14 Dynamin2 durchläuft eine dynamische Umverteilung
an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Dynamin2 in adhärenten T-
Zellen in Cluster -ähnliche Strukturen an der peripheren basalen Plasmamembran lokali-
siert, welche weder Marker für Vesikeltransport noch für Adhäsionsstrukturen beinhalten.
100
3 Ergebnisse
Vielmehr konnte in diesen Clustern eine Ansammlung von aktivierten Signaltransduk-
toren gefunden werden (SFKs, FAK, Pyk2 und RapGEF1), die wichtige Funktionen bei
der Vermittlung der Integrin-abhängigen Zelladhäsion sowie Rap1-Aktivierung haben.
Die Aktivierung dieser Faktoren (FAK, Pyk2 und RapGEF1) war zudem abhängig von
der Anwesenheit eines funktionellen Dynamin2. Dies lässt die Vermutung zu, dass die
beobachteten Cluster -ähnlichen Strukturen als Plattformen dienen könnten, in welchen
entsprechende Signalkaskaden gesteuert werden. Da durch die Inhibition von Dynamin2
die Aktivierung der Signaltransduktoren blockiert wurde, stellt sich demnach die Frage,
ob die Inhibition von Dynamin2 auch einen Einfluss auf die Dynamik der Dynamin2-
haltigen Cluster -ähnlichen Strukturen haben könnte. Weil die Formation dieser Struk-
turen nicht in Zellen untersucht werden konnte, welche schon vor dem Ausplattieren
mit einem Dynamin2-Inhibitor behandelt wurden, bedingt durch deren extrem starke
Adhäsiondefizienz (Abbildung 3.3), wurde die Dynamik bereits geformter Cluster in zu-
vor adhärierten T-Zellen analysiert. Dafür wurden Dynamin2-eGFP überexprimierende
Jurkat E6.1 T-Zellen auf einer Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-Fc sowie aktivie-
renden α-CD3- und α-CD28-Antikörpern ausgesät, für 15min inkubiert und dann mit
entweder DMSO als Kontrolle oder mit Dynasore zur Inhibition der Dynamin2 GTPase-
Aktivität versetzt. Anschließend wurde mittels FRAP (Fluorescence Recovery After Pho-
tobleaching) die Dynamik der Dynamin2-eGFP-haltigen peripheren Cluster analysiert.
FRAP beruht auf dem gezielten Ausbleichen spezifischer Fluoreszenzsignale, in diesem
Fall dem von Dynamin2-eGFP, und einer anschließenden Analyse der Wiederherstellung
der Fluoreszenz in diesem Bereich. Dabei können unter anderem Rückschlüsse auf die
Mobilität des Moleküls von Interesse gezogen werden.
Wie in Abbildung 3.31 zu sehen ist, konnte die Fluoreszenz des Dynamin2-Signals in den
Cluster -ähnlichen Strukturen DMSO-behandelter T-Zellen auf einen Wert von durch-
schnittlich über 80% des Ausgangswertes wiederhergestellt werden, wobei ein Plateau
zwischen 10 s und 20 s nach dem Ausbleichen erreicht wurde. Ähnlich schnell wurde das
Plateau der maximalen Regeneration der Fluorezenz in Dynasore-behandelten T-Zellen
erreicht, jedoch pendelte sich dies bei nur circa 40% der Ausgangsfluoreszenz ein (Abbil-
dung 3.31). Dieses Ergebnis belegt die Wichtigkeit der GTPase-Aktivität von Dynamin2
für dessen Mobilität, welche direkten Einfluss auf die Dynamik des Proteins innerhalb




























Abbildung 3.31: Die Mobilität von Dynamin2-eGFP in Cluster-ähnlichen Strukturen an der
peripheren basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen ist abhängig von
dessen GTPase-Aktivität. FRAP-Analyse (Fluorescence Recovery After Photoble-
aching) von Dynamin2-eGFP in Cluster -ähnlichen Strukturen an der basalen Plas-
mamembran adhärenter T-Zellen. Dynamin2-eGFP überexprimierende Jurkat E6.1 T-
Zellen wurden zuvor auf einer Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-Fc sowie α-CD3-
(10 µg/ml) und α-CD28-Antikörpern (20 µg/ml) ausgesät und für 15min adhärieren ge-
lassen. Daraufhin wurde den Zellen entweder DMSO als Kontrolle oder 80µM Dynasore
zur Inhibition von Dynamin2 zugegeben. Anschließend wurde eine FRAP-Analyse mit
Hilfe eines konfokalen LSMs durchgeführt. Die Bildaufnahmen erfolgten mit 1Hz für
120 s, wobei nach 3 s das Areal von Interesse gebleicht wurde. Schließlich wurde die Fluo-
reszenzintensität für die jeweiligen Messzeitpunkte prozentual zum durchschnittlichen
Ausgangswert bestimmt und graphisch dargestellt. Mittelwert +S.D., n=5 (DMSO),
n=6 (Dynasore).
Während die beobachteten Dynamin2-haltigen Cluster -ähnlichen Plattformen an der ba-
salen Plasmamembran von T-Zellen, welche sich gerade im Adhäsionsprozess befinden
(aufgenommen immer 15min nach dem Ausplattieren der Zellen), stets in großer Zahl
auftraten und auf der gesamten Fläche der basalen Plasmamembran zu finden waren,
meist jedoch in deren Peripherie lagen, konnte mit fortschreitender Zeit von Adhäsion
und Stimulation der Zellen eine Zentralisierung des Dynamin2-eGFP-Signals beobach-
tet werden (Abbildung 3.32). Um dies genauer zu untersuchen, wurden Jurkat E6.1 T-
Zellen mit einem Dynamin2-eGFP- sowie einem Lifeact-RFP-Konstrukt transfiziert und
schließlich auf einer Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-Fc sowie aktivierenden α-CD3-
und α-CD28-Antikörpern ausgesät. Durch die Aufnahme von Zeitserien mit anschlie-
ßender Erstellung von Kymographen (Zeit-Raum-Grafiken) konnte gezeigt werden, dass
neben einem retrograden Aktinfluss (markiert durch Lifeact-RFP) von der Peripherie ins
Zentrum an der basalen Plasmamembran auch das Dynamin2-eGFP-Signal zentralisiert



















Abbildung 3.32: Dynamin2-eGFP relokalisiert sich im Laufe der T-Zelladhäsion von kleinen
peripheren Akkumulationen in ein großes zentrales Cluster . Analyse der Lo-
kalisation von Dynamin2-eGFP und des F-Aktin-Zytoskeletts (markiert durch Lifeact-
RFP) in lebenden adhärenten Jurkat E6.1 T-Zellen mit Hilfe konfokaler Laser -Scanning-
Mikroskopie über die Zeit. Die Zellen sind adhärent auf einer Oberfläche beschichtet mit
ICAM-1-Fc und aktivierenden α-CD3- (10 µg/ml) und α-CD28-Antikörpern (20µg/ml).
Der Fokus liegt auf der basalen Plasmamembran. (A) T-Zelle 15min nachdem sie auf
der Oberfläche ausgesät wurde. Die Zelle wurde über 12min analysiert, indem alle 5 s ein
Bild aufgenommen wurde. (B) Mit Hilfe des Programms ImageJ wurden Kymographen
erstellt, welche die Signale, die auf den gelben Linien liegen, über die Zeit darstellen. Es
ist deutlich ein retrograder Fluss des Dynamin2-eGFP- und Lifeact-RFP-Signals über
die Zeit von der Peripherie in das Zentrum der basalen Plasmamembran zu beobach-
ten. (C) T-Zelle circa 90min nachdem sie auf der Oberfläche ausplattiert wurde sowie
weitere 40min später. Eine deutliche Zentralisierung des Dynamin2-eGFP-Signals ist
zu beobachten. (D) T-Zellen circa 4 h nach der initialen Adhäsion. Dynamin2-eGFP




Beobachtete man zudem die Zellen über einen längeren Zeitraum, konnte man den Ver-
lust der Dynamin2-eGFP-Cluster in der Peripherie beobachten, während das Dynamin2-
eGFP-Signal im Zentrum der Zellen stark zunahm (Abbildung 3.32 B). Dies ging auch
mit einer Formveränderung der Zellen einher. Während innerhalb der ersten Stunde der
Adhärenz die Zellen stark ausgebreitet waren und Lamellipodien in alle Richtungen aus-
bildeten (Spiegelei-Form), zogen sich die Zellen mit der Zeit wieder zusammen, ein Pro-
zess der mit der Zentralisierung von Dynamin2 einherging (Abbildung 3.32, 3.33 A).
Schließlich wurde Dynamin2-eGFP in den meisten Zellen, wenn sie über einen entspre-
chend langen Zeitraum adhärent waren (circa 3-4 h), komplett in ein massives zentrales
Cluster zusammengezogen (Abbildung 3.32 D).
Verglichen mit den am Anfang des Adhäsionsprozesses geformten Dynamin2-haltigen
Cluster -ähnlichen Signalkomplexen in der Peripherie der basalen Plasmamembran wie-
sen die großen zentralen Dynamin2-Cluster, welche erst später geformt wurden, eine we-
sentlich geringere Dynamik von Dynamin2-eGFP auf, wie anhand von weiteren FRAP-
Analysen beobachtet werden konnte. Während die Rückgewinnung des Dynamin2-eGFP-
Signals in den gebleichten Arealen innerhalb der peripheren Cluster bei, wie bereits be-
schrieben, circa 80% lag, pendelte sich diese in den zentralen Clustern bei gerade einmal
20% ein, was dafür spricht, dass Dynamin2 zu diesem Zeitpunkt der T-Zelladhäsion be-
ziehungsweise -aktivierung wesentlich weniger mobil ist als zum Beginn dieser Prozesse
(Abbildung 3.33 B).
Es stellt sich nun die Frage, ob die Funktion der zentralen Dynamin2-haltigen Cluster
an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen, welche sich erst Stunden nach de-
ren Aktivierung formen, die gleichen Funktionen haben wie die weitaus dynamischeren
Dynamin2-Akkumulationen, welche sich zu Beginn der T-Zelladhäsion primär in der Peri-
pherie der basalen Plasmamembran bilden. Den peripheren Cluster -ähnlichen Strukturen
wurde eine wichtige Funktion in der Zelladhäsions-stimulierenden Signaltransduktion zu-
geordnet und es konnten die wichtigen Signalproteine FAK, Pyk2 und RapGEF1 in ihrem
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Abbildung 3.33: Die Mobilität von Dynamin2-eGFP unterschiedet sich massiv zwischen pe-
ripheren und zentralen Clustern an der basalen Plasmamembran adhä-
renter T-Zellen. FRAP-Analyse (Fluorescence Recovery After Photobleaching) von
Dynamin2-eGFP in Clustern an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen.
Dynamin2-eGFP (sowie Lifeact-RFP in (A)) überexprimierende Jurkat E6.1 T-Zellen
wurden zuvor auf einer Oberfläche beschichtet mit ICAM-1-Fc sowie α-CD3- (10µg/ml)
und α-CD28-Antikörpern (20µg/ml) ausgesät und für 15min (Bildung peripherer Clus-
ter) beziehungsweise 4 h (Bildung zentraler Cluster) adhärieren gelassen. (A) Beispie-
laufnahme von Jurkat E6.1 T-Zellen mit peripheren (links) und zentralen (rechts)
Dynamin2-eGFP-Clustern. (B) FRAP-Analyse des Dynamin2-eGFP Signals in periphe-
ren und zentralen Clustern, welche mit Hilfe eines konfokalen LSMs durchgeführt wurde.
Die Bildaufnahmen erfolgten mit 1Hz für 120 s, wobei nach 3 s das Areal von Interesse
gebleicht wurde. Schließlich wurde die Fluoreszenzintensität für die jeweiligen Mess-
zeitpunkte prozentual zum durchschnittlichen Ausgangswert bestimmt und graphisch
dargestellt. Mittelwert +S.D., n=9 (periphere Cluster), n=14 (zentrale Cluster).
Hätten die wesentlich später geformten zentralen Dynamin2-Cluster ebenfalls eine Funk-
tion in genau diesen Signalkaskaden, müsste man davon ausgehen, dort auch die entspre-
chenden aktiven Signaltransduktoren zu finden. Interessanterweise konnte jedoch keine
Co-Lokalisation zwischen Dynamin2-eGFP und den phosphorylierten Proteinen Pyk2,
FAK sowie RapGEF1 in den zentralen Dynamin2-eGFP-Clustern beobachtet werden,
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während diese Proteine nach wie vor in peripheren Akkumulationen von Dynamin2-
eGFP an der basalen Plasmamembran zu finden waren, falls solche noch zu sehen waren
(Abbildung 3.34). Dies spricht dafür, dass die zentralen Dynamin2-Cluster, welche erst
Stunden nach der eigentlichen Adhäsion gebildet werden und meist gleichzeitig mit einem










Phospho-RapGEF1 Ü e l g r nb r a e u g




Abbildung 3.34: Dynamin2-eGFP co-lokalisiert nicht mit Pyk2, FAK, oder RapGEF1 in
ihrem aktivierten Zustand in zentralen Clustern an der basalen Plasma-
membran adhärenter T-Zellen. Repräsentative Aufnahmen von Dynamin2-eGFP
überexprimierenden Jurkat E6.1 T-Lymphozyten. Die Zellen wurden auf einer Ober-
fläche beschichtet mit ICAM-1-Fc sowie aktivierenden α-CD3- (10 µg/ml) und α-CD28-
Antikörpern (20µg/ml) für 4 h ausgesät und anschließend fixiert. Das Aktin-Zytoskelett
wurde mit fluorochromiertem Phalloidin markiert. Zudem wurde eine Immunfluores-
zenzfärbung mit Hilfe Phospho-spezifischer Antikörper von (A) Phospho-Pyk2 (Ty-
rosin402), (B) Phospho-FAK (Tyrosin397) und (C) Phospho-RapGEF1 (Tyrosin504)
durchgeführt. Die Zellen wurden mit Hilfe eines konfokalen LSMs und mit Fokus auf
die basale Plasmamembran analysiert.
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3.15 Dynamin2 hat keinen Einfluss auf die
Integrin-Oberflächenexpression sowie die Regulation
der Integrin-Affinität
Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, ist Dynamin2 durch seine Rolle bei
der Aktivierung der kleinen GTPase Rap1 essentiell für die Integrin-vermittelte Adhäsion
von T-Zellen. Wie genau sich jedoch eine fehlerhafte Dynamin2-abhängige Aktivierung
von Rap1 auf die Integrine selber auswirkt, wurde bisher nicht geklärt. Integrine kön-
nen auf zwei verschiedene Arten aktiviert werden. Einerseits kann eine Aktivierung über
Konformationsänderungen der einzelnen Integrinmoleküle erfolgen, welche den Adhäsi-
onsrezeptoren unterschiedliche Affinitäten für ihre Liganden verleihen können. Diese Art
der Integrin-Aktivierungskontrolle wird daher Affinitätsregulation genannt. Andererseits
kann die Aktivität der Integrine aber auch durch die Bildung von Integrin-Clustern er-
höht werden, ein Vorgang, der durch die sogenannte Valenzregulation kontrolliert wird
[191]. Rap1 wurde bereits in beiden dieser Integrin-Aktivierungsmechanismen impliziert
[33]. Daher sollte geklärt werden, ob Affinitäts- und/oder Valenzregulation von Integrinen
durch die Inhibition von Dynamin2 in humanen T-Lymphozyten beeinflusst werden.
Bevor jedoch Aktivierungsmechanismen der Integrine analysiert werden konnten, muss-
te zunächst geklärt werden, ob die Inhibition von Dynamin2 eine Auswirkung auf die
Oberflächenexpression von Integrinen hat. Sollte dies der Fall sein, könnte die fehler-
hafte Adhäsion theoretisch bereits durch einfache Expressionsunterschiede zwischen den
verschieden-behandelten Zellen zu erkären sein. Die Analyse mittels Durchflusszytome-
trie ergab jedoch keine Unterschiede in der Oberflächenexpression von CD18 (β2-Integrin-
Kette) und CD29 (β1-Integrin-Kette) auf ruhenden humanen primären CD4+ T-Zellen
(Abbildung 3.35 A), welche entweder mit DMSO oder mit Dynasore behandelt worden
waren. CD18 und CD29 sind an der Bildung der meisten Integrin-Heterodimere betei-
ligt, die auf diesen Zellen exprimiert werden, so auch an dem ICAM-1-bindenden LFA-1
(CD18) und dem VCAM-1-bindenden VLA-4 (CD29). Aktivierte Effektor-T-Zellen kön-
nen ein etwas anderes Spektrum an Integrinen exprimieren als ihre naïven Vorgänger
[192]. Doch auch in aktivierten humanen CD4+ Effektor-T-Zellen konnte kein Einfluss
der chemischen Inhibition von Dynamin2 auf die Oberflächenexpression von verschie-
denen Integrin-Ketten beobachtet werden (Abbildung 3.35 B). Dies lässt die Annahme
zu, dass Dynamin2 die Oberflächenexpression von Integrinen in humanen T-Zellen nicht
beeinflusst.
Da kein Unterschied in der Expression der Integrine gefunden werden konnte, könnte
die Erklärung für die Adhäsionsdefizienz in T-Zellen ohne funktionellem Dynamin2 in
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Abbildung 3.35: Die Oberflächenexpression von Integrinen auf humanen CD4+ T-Zellen ist
nicht abhängig von Dynamin2. (A) Durchflusszytometrische Analyse der Ober-
flächenexpression von CD18 (β2-Integrin-Kette, n=4) und CD29 (β1-Integrin-Kette,
n=3) auf ruhenden humanen primären CD4+ T-Zellen. Die Lymphozyten wurden zu-
vor für 2 h mit DMSO als Kontrolle oder 80 µM Dynasore zur Inhibiton von Dynamin2
inkubiert. Die Graphen zeigen die relative Expression bezogen auf die mittlere Fluores-
zenzintensität (MFI), wobei die DMSO-Kontrolle auf 100% gestzt wurde. Mittelwert
+S.E.M., ns bedeutet nicht signifikant. (B) Durchflusszytometrische Analyse der Ober-
flächenexpression von den Integrin-Ketten αL, α4, α5, α6, β1, β2 und β7 auf aktivierten
primären humanen CD4+ Effektor-T-Zellen. Die Lymphozyten wurden zuvor für 2 h mit
DMSO als Kontrolle oder 80µM Dynasore zur Inhibiton von Dynamin2 inkubiert. Re-
präsentative Histogramme der Integrin-Oberflächenexpressionen (MFI) sind dargestellt.
Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
Adhäsionsrezeptoren durch die chemische Inhibition von Dynamin2 beeinträchtigt wird,
wurden spezifische monoklonale Reporter-Antikörper verwendet, welche nur dann an die
entsprechenden Integrin-Ketten binden können, wenn sich das Integrinmolekül in einem
bestimmten Affinitätszustand befindet. Unterschieden wird hierbei zwischen drei Sta-
dien, den Integrin-Konformationen mit niedrigen, intermediären und hohen Affinitäten
für ihre Liganden. Integrine mit niedriger Affinität binden nicht an ihre Liganden und
bilden in ruhenden T-Zellen den Grundzustand der Integrin-Konformation. Ein Wechsel
in die Konformationen mit intermediärer oder hoher Affinität kann somit als Aktivie-
rung der Integrine verstanden werden. In der vorliegenden Arbeit wurden Antikörper
eingesetzt, welche ausschließlich an β2-Integrine mit Konformationen intermediärer Af-
finität (KIM127 [137]) oder hoher Affinität (mAb24 [139], 327C [136]) binden können.
Die Analyse erfolgte an primären humanen CD4+ T-Zellen mit Hilfe eines Durchflusszy-
tometers. Überraschenderweise konnten jedoch keine Unterschiede in der basalen, PMA-
sowie Mn2+-induzierten Expression der Aktivierungs-Epitope von β2-Integrinen zwischen
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Abbildung 3.36: Dynamin2 hat keinen Einfluss auf die Affinitätsregulation von β2-Integrinen
in humanen CD4+ T-Zellen. Durchflusszytometrische Analyse der Expression von
verschiedenen β2-Integrin-Aktivierungsepitopen auf der Oberfläche von ruhenden hu-
manen primären CD4+ T-Zellen mit Hilfe von monoklonalen Reporter-Antikörpern.
Falls angegeben, wurden die Zellen entweder für 30min mit 50 ng/ml PMA oder 1mM
Mn2+ stimuliert. Die Lymphozyten wurden zuvor mit DMSO als Kontrolle oder 80 µM
Dynasore zur Inhibiton von Dynamin2 inkubiert. Verwendet wurden die monoklonalen
Antikörper KIM127 (intermediäre Affinität, (A), (D), n=6), 327C (hohe Affinität, (B),
(E), n=4) sowie mAb24 (hohe Affinität, (C), (F), n=6). Jeweils ein repräsentatives
Histogramm (MFI, (A-C)) sowie die relativen Oberflächenexpression bezogen auf die
MFI-Werte der stimulierten DMSO-Proben, welche auf eins gesetzt wurden (D-F), sind
dargestellt. Mittelwert +S.E.M., **P5 0,01, ***P5 0,001, ns bedeutet nicht signifikant.
Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
Auch die basale sowie die PMA-induzierte Expression eines Aktivierungs-Epitops auf
β1-Integrinen, welches durch den monoklonalen Reporter-Antikörper HUTS-4 erkannt
und nur auf β1-Integrinen mit hoher Affinität für ihre Liganden induziert wird [140],
wurde durch die Inhibition von Dynamin2 nicht beeinträchtigt (Abbildung 3.37). Diese














































Abbildung 3.37: Dynamin2 hat keinen Einfluss auf die Affinitätsregulation von β1-Integrinen
in humanen CD4+ T-Zellen. Durchflusszytometrische Analyse der Expression eines
β1-Integrin-Aktivierungsepitops auf der Oberfläche von ruhenden humanen primären
CD4+ T-Zellen mit Hilfe des monoklonalen Reporter-Antikörpers HUTS-4, welcher β1-
Integrine hoher Affinität spezifisch bindet. Falls angegeben, wurden die Zellen für 30min
mit 50 ng/ml PMA stimuliert. Die Lymphozyten wurden zuvor mit DMSO als Kontrolle
oder 80 µM Dynasore zur Inhibiton von Dynamin2 inkubiert. Die relative Oberflächen-
expression bezogen auf den MFI-Wert (mittlere Fluoreszenzintensität) der stimulier-
ten DMSO-Probe, welche auf eins gesetzt wurde, ist dargestellt. Mittelwert +S.E.M.,
**P5 0,01, *P5 0,05, n=3, ns bedeutet nicht signifikant. Abbildung modifiziert nach
Eppler et al., 2017 [163].
Affinitätsregulation von Integrinen in humanen T-Zellen spielt.
Es ist interessant, dass T-Zellen, welche über kein funktionelles Dynamin2 verfügen, zwar
Integrine in Konformationen intermediärer und hoher Affinität für ihre Liganden verset-
zen können, jedoch trotzdem eine massive Adhäsionsdefizienz aufweisen. Diese Beobach-
tung legt die Vermutung nahe, dass diese Konformationsänderungen alleine noch keine
stabile Integrin-vermittelte Adhäsion vermitteln, sondern weitere, von Dynamin2 und
Rap1 abhängige Schritte, für diesen Prozess wichtig sind. Um dies zu überprüfen, wur-
de ein weiterer monoklonaler Antikörper (KIM185) eingesetzt, welcher an β2-Integrine
bindet. Dieser Antikörper bindet jedoch, im Gegensatz zu den Reporter-Antikörpern,
β2-Integrine aller möglichen Konformationen. Die Bindung führt dann allerdings dazu,
dass die β2-Integrine mechanisch in eine Konformation mit hoher Affinität für ihre Li-
ganden gezwungen werden [138]. Mit diesem Antikörper als Stimulus wurde dann die
statische Adhäsion humaner CD4+ T-Zellen auf ICAM-1-Fc analysiert. Während mit
DMSO versetzte Kontrollzellen nach der Stimulation mit KIM185 eine starke Adhäsion
auf ICAM-1-Fc aufwiesen, wurde diese durch die Zugabe von Dynasore massiv herabge-
setzt (Abbildung 3.38 A, B), obwohl keine Unterschiede in der Bindung von KIM185 an
die unterschiedlich behandelten Zellen beobachtet werden konnte (Abbildung 3.38 C).
Dies bestätigt die Annahme, dass humane T-Zellen neben der Ausbildung von Integrin-
Konformationen hoher Affinität mindestens einen weiteren, von Dynamin2 abhängigen




























































Abbildung 3.38: Dynamin2 ist essentiell für die KIM185-induzierte statische Adhäsion von
humanen CD4+ T-Zellen auf ICAM-1-Fc. (A, B) Analyse der statischen Adhä-
sion von primären humanen CD4+ T-Zellen auf dem Integrin-Liganden ICAM-1-Fc.
Die Lymphozyten wurden entweder mit DMSO als Kontrolle oder mit 80µM Dynasore
zur Inhibition der Dynamin2 GTPase-Aktivität inkubiert. Falls angegeben, wurden die
Zellen mit 5µg/ml KIM185 stimuliert, einem Antikörper, welcher durch seine Bindung
β2-Integrine mechanisch in eine Konformation mit hoher Affinität für ihre Liganden
zwingt. (A) Detaillierte Differential-Interferenz-Kontrast-Aufnahmen (DIC) repräsen-
tativer ICAM-1-Fc beschichteter Areale mit adhärenten humanen CD4+ T-Zellen nach
Inkubation mit DMSO oder Dynasore und Stimulation, falls angegeben, mit 5 µg/ml
KIM185. (B, n= 4) Quantifizierung der absoluten Anzahl adhärenter Zellen pro mm2
45min nach der Stimulation. Mittelwert +S.E.M., ***P5 0,001. (C) Durchflusszyto-
metrische Analyse der Bindung des Antikörpers KIM185 an β2-Integrine (MFI) auf der
Oberfläche humaner CD4+ T-Zellen. Ein repräsentatives Histogramm ist dargestellt.
Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
3.16 Dynamin2 spielt eine wichtige Rolle bei der
Valenzregulation von Integrinen
Die kleine GTPase Rap1, deren Aktivierung in humanen T-Zellen von Dynamin2 reguliert
wird, kann über verschiedene Arten Einfluss auf die Aktivität von Integrinen nehmen.
Zum einen wurde sie in der Regulation der Integrin-Affinität, zum anderen aber auch in
der Regulation der Integrin-Valenz impliziert. Beide Funktionen sind von großer Wich-
tigkeit für die Integrin-vermittelte Adhäsion von Zellen. Wie in der vorliegenden Arbeit
bereits gezeigt werden konnte, weisen humane T-Zellen, welche über kein funktionelles
Dynamin2 verfügen, allerdings keine fehlerhafte Regulation der Integrin-Affinität auf,
trotz ihrer massiven Adhäsionsdefizienz.
Aus diesem Grund wurde im Folgenden analysiert, ob im Gegensatz dazu die Valenzregu-
lation von Integrinen, also deren Clustering, durch eine Inhibition der Dynamin2 GTPase-
Aktivtät beeinflusst werden kann. Dafür wurden ruhende primäre humane CD4+ T-Zellen
zunächst entweder mit DMSO als Kontrolle oder mit Dynasore zur Inhibition von Dy-
namin2 inkubiert. Die Zellen wurden dann in Suspension fixiert, CD18 (die β2-Integrin-
Kette) mittels einer Immunfluoreszenzfärbung markiert und die Zellen in einem konfoka-
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len LSM analysiert. Anschließend wurde zudem ein Regenbogen-Filter über die Aufnah-
men gelegt, welcher der Intensität des CD18-Signals ein entsprechendes Farbmuster zu-
ordnet. So konnte der Anteil an Zellen, welche CD18-Cluster hoher Intensität aufwiesen,
wesentlich einfacher bestimmt werden. Ein sehr hoher Anteil der DMSO-behandelten T-
Zellen besaß in der Tat stark ausgeprägte CD18-Cluster (durchschnittlich circa 70% der
Lymphozyten), wohingegen die Formation von CD18-Clustern in Dynasore-behandelten
T-Zellen massiv herabgesetzt war (nur circa 20% der Zellen wiesen CD18-Cluster auf,
Abbildung 3.39). Dieses Ergebnis zeigt, dass Dynamin2 eine wichtige Rolle in der basalen
Integrin-Valenzregulation spielt.
DMSO             80µM Dynasore
Intensität des CD18-Signals (MEM-48)


































































Abbildung 3.39: Die basale Regulation der Integrin-Valenz ist stark abhängig von Dynamin2.
Analyse des Clusterings von β2-Integrinen auf humanen ruhenden CD4+ T-Zellen in Sus-
pension. Die Zellen wurden entweder mit DMSO als Kontrolle oder mit 80µM Dynasore
für 2 h inkubiert und anschließend fixiert. CD18 wurde mittels Immunfluoreszenzfärbung
(monoklonaler Antikörper MEM-48) markiert und die Zellen in Suspension in Mikro-
kanälen ausgesät. Nach dem Absinken der Lypmphozyten erfolgte eine Analyse mit Hilfe
eines konfokalen LSMs. Es wurden Z-Stapel aufgenommen (Intervall von 0,3µm) und zu
Maximum-Intensitäts-Projektionen zusammengesetzt. Zudem wurde ein Regenbogenfil-
ter über die Aufnahmen gelegt, um CD18-Cluster hoher Intensität leichter ausfindig
machen zu können. (A, n= 4) Der prozentuale Anteil an T-Zellen mit CD18-Clustern
hoher Intensität wurde ermittelt. Pro durchgeführtem Experiment wurden mindestens
200 Zellen ausgewertet. Mittelwert +S.E.M., **P5 0,01. (B) Repräsentative Maximum-
Intensitäts-Projektionen zugehörig zu (A). Abbildung modifiziert nach Eppler et al.,
2017 [163].
Um zu untersuchen, ob nicht nur die basale, sondern auch die Integrin-Valenzregulation
unter Anwesenheit von Integrin-Liganden und/oder externen Stimuli von Dynamin2 ab-
hängig ist, wurden ruhende humane CD4+ T-Zellen auf Oberflächen ausgesät, die entwe-
der nur mit ICAM-1-Fc oder mit ICAM-1-Fc sowie aktivierenden α-CD3- und α-CD28-
Antikörpern beschichtet waren. Zuvor wurden die Zellen mit CFSE (Carboxyfluorescein-
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succinimidyl-ester) gefärbt und CD18 fluoreszent markiert. Die Analyse erfolgte schließ-
lich in einem konfokalen LSM. Während der größte Anteil DMSO-behandelter T-Zellen
auf ICAM-1-Fc ein starkes Clustering von CD18 aufwies, konnte dies in Dynasore-
behandelten Zellen kaum beobachtet werden (Abbildung 3.40). Des Weiteren formten
DMSO-behandelte humane primäre CD4+ T-Zellen, welche auf einer Oberfläche be-
schichtet mit ICAM-1-Fc sowie aktivierenden α-CD3- und α-CD28-Antikörpern adhärier-
ten, eine große CD18-Akkumulation, die meist in der basalen Plasmamembran zu finden
war (Abbildung 3.40). Doch auch diese massive Integrin-Umverteilung nach der Aktivie-
rung der T-Zellen konnte nach der chemischen Inhibition von Dynamin2 nicht beobachtet
werden (Abbildung 3.40), was zu der Schlussfolgerung führt, dass auch die Integrin-Valenz
in T-Zellen, die auf aktivierenden Oberflächen und/oder Integrin-Liganden adhärieren,






























Abbildung 3.40: Dynamin2 reguliert das Integrin-Clustering von humanen CD4+ T-Zellen
auf Integrin-Liganden und aktivierenden Oberflächen. Analyse der Valenzregu-
lation von β2-Integrinen auf primären humanen CD4+ T-Zellen, welche auf Oberflächen
ausgesät wurden, die entweder nur mit ICAM-1-Fc oder mit ICAM-1-Fc sowie akti-
vierenden α-CD3- (5µg/ml) und α-CD28-Antikörpern (10 µg/ml) beschichtet worden
waren. Die Zellen wurden mit CFSE markiert, CD18 wurde mittels Immunfluoreszenz-
färbung (monoklonaler Antikörper MHM23, welcher keinen Einfluss auf die Funktionen
von CD18 hat) sichtbar gemacht. Die T-Zellen wurden entweder mit DMSO als Kon-
trolle oder mit 80 µM Dynasore inkubiert und anschließend für 45min auf den entspre-
chenden Oberflächen ausgesät. Die Analyse erfolgte mit Hilfe eines konfokalen LSMs.
Es wurden Z-Stapel aufgenommen (Intervall von 0,3 µm) und zu Maximum-Intensitäts-
Projektionen zusammengesetzt. Gezeigt werden repräsentative Übersichts- sowie Detai-
laufnahmen. Abbildung modifiziert nach Eppler et al., 2017 [163].
Schließlich stellt sich noch die Frage, warum die T-Zelladhäsion, die über den monoklo-
nalen Antikörper KIM185 stimuliert wurde, ebenfalls von Dynamin2 abhängig war.
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Intensität des CD18-Signals (KIM185)

























































Abbildung 3.41: Dynamin2 reguliert das Clustering von KIM185-gebundenen β2-Integrinen.
(A) Analyse der räumlichen Verteilung von KIM185-gebundenen β2-Integrinen (hoher
Affinität) auf polarisierten und unpolarisierten humanen CD4+ T-Zellen in Suspensi-
on. Repräsentative Maximum-Intensitäts-Projektionen von Z-Stapeln (Intervall von 0,3-
0,5µm) aufgenommen mit einem konfokalen LSM sind dargestellt. Die Zellen wurden
mit dem Membranmarker Fast DIO sowie fluoreszent markiertem KIM185-Antikörper
behandelt. (B) Zeitliche Analyse des Clusterings von KIM185-gebundenen β2-Integrinen
(hoher Affinität) auf ruhenden humanen CD4+ T-Zellen ausgesät auf einer mit ICAM-
1-Fc beschichteten Oberfläche. Die T-Lymphozyten wurden entweder mit DMSO als
Kontrolle oder mit 80µM Dynasore zur Inhibition von Dynamin2 inkubiert sowie mit
fluoreszent markiertem KIM185-Antikörper behandelt. Die Analyse erfolgte durch die
Aufnahme von Z-Stapeln (1 µm Intervall) über einen Zeitraum von 15min mit Hilfe ei-
nes konfokalen LSMs. Repräsentative Maximum-Intensitäts-Projektionen von verschie-




Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Inhibition von Dynamin2 keine Fehlregula-
tion der Integrin-Affinität zu Folge hatte. Trotzdem adhärierten Zellen mit inhibiertem
Dynamin2 nicht auf Integrin-Liganden, was vermuten lässt, dass neben der Regulation
der Integrin-Affinität auch noch mindestens ein weiterer Prozess für die T-Zelladhäsion
essentiell ist, wie beispielsweise die Valenzregulation von Integrinen. Es wäre somit zu
erwarten, dass die Bindung von KIM185 an CD18 nicht nur zu einer erhöhten Affinität
des Integrins für seinen Liganden führt, sondern auch ein Clustering von β2-Integrinen
zur Folge hat. In der Tat konnte in polarisierten CD4+ T-Lymphozyten ein massives
Clustering von KIM185-gebundenem CD18 beobachtet werden, wobei die CD18-Cluster
immer im Uropod der Zellen zu finden waren (Abbildung 3.41 A), welcher jedoch, wie
bereits beschrieben, in Dynasore-behandelten T-Lymphozyten nicht mehr effizient aus-
gebildet werden konnte (Abbildung 3.14 A und 3.17 B). Die Analyse von lebenden CD4+
T-Zellen, welche auf ICAM-1-Fc zur Adhäsion ausgesät worden waren, ergab zudem, dass
KIM185-gebundenes CD18 während des Adhäsionsprozesses in große Cluster zusammen-
gezogen wurde, wohingegen dieser Prozess durch die Zugabe von Dynasore stark inhibiert
wurde (Abbildung 3.41 B). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation von T-Zellen
mit dem monoklonalen Antikörper KIM185 auch zu einem Clustering der β2-Integrine
führt, welches wiederum auf die Aktivität von Dynamin2 angewiesen ist.
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Das Immunsystem ist ein dezentralisiertes Organ, dessen Bestandteile über den gesam-
ten Körper verteilt sind. Eine gut koordinierte Bewegung der einzelnen Immunzellen
durch den Körper ist daher eine Grundvoraussetzung für funktionelle und effektive Im-
munantworten. Während ihrer Reise treffen Leukozyten auf Gewebe unterschiedlichster
Komposition und Architektur, an welche sie sich entsprechend anpassen müssen, um ihr
Ziel zu erreichen. Die Adaption der Zelladhäsion ist ein sehr wichtiger Aspekt bei diesem
Vorgang. Während innerhalb bestimmter Umgebungen, wie beispielsweise dem Inters-
titium, die Adhäsion von Immunzellen nicht zwingend benötigt wird, ist sie wiederum
essentiell für andere Prozesse, wie für die Extravasation von Leukozyten aus Blutgefäßen.
Immunzellen können daher ihre Adhäsionsfähigkeit sehr schnell und präzise kontrollieren
und an gegebene Situationen anpassen. Dies geschieht über die Regulation der Aktivität
ihrer wichtigsten Adhäsionsmoleküle, der Integrine [8].
Die Integrin-vermittelte Adhäsion von Leukozyten nimmt somit eine zentrale Funktion
für ein intaktes Immunsystem ein, was durch die Leukozyten-Adhäsionsdefizienz (LAD)
verdeutlicht wird. LAD-Patienten leiden an rezidivierenden Infekten, welche auf erblich
erworbene Mutationen in Genen mit wichtiger Funktion in der Integrin-vermittelten Im-
munzelladhäsion zurückzuführen sind (beispielsweise das β2-Integrin codierende Gen bei
LAD-I oder das Kindlin3 codierende Gen bei LAD-III) und nicht selten tödlich verlau-
fen können. Des Weiteren können Integrine aber auch bei pathologischen Prozessen von
großer Wichtigkeit sein, wie bei der Metastasierung von Krebszellen oder bei verschiede-
nen Autoimmunerkrankungen [133]. Dies verdeutlicht, wie wichtig eine möglichst exakte
Kenntnis der molekularen Regulationsmechanismen von Integrinen ist, welche trotz lan-
ger und intensiver Forschung noch immer unzureichend geklärt sind.
In der vorliegenden Arbeit sollte daher die Regulation von Integrinen sowie Integrin-
vermittelten Prozessen in humanen Lymphozyten mit besonderer Berücksichtigung der
großen GTPase Dynamin2, welche bisher vor allem im Kontext der Endozytose studiert
wurde, untersucht werden. Unter Verwendung von Dynasore und Dynole 34-2, zweier
chemisch nicht verwandter Inhibitoren der Dynamin2 GTPase-Aktivität, sowie durch
siRNA-vermittelte RNA-Interferenz der Dynamin2-Expression, wurde die Funktion des
Proteins in humanen CD4+ T-Zellen in vitro analysiert. Neben diversen funktionalen
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Versuchsaufbauten wurde zudem auch eine Reihe biochemischer, molekularbiologischer
sowie zellbiologischer Methoden verwendet, um den Einfluss von Dynamin2 auf die In-
tegrine humaner Lymphozyten zu erforschen. Im Folgenden werden die dabei erhaltenen
Ergebnisse im Kontext bereits veröffentlichter Literatur diskutiert.
4.1 Dynamin2 reguliert die Integrin-vermittelte Adhäsion
und Migration humaner Lymphozyten
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Integrin-vermittelte Adhäsion
humaner CD4+ T-Zellen stark abhängig ist von der großen GTPase Dynamin2. Dies wird
verdeutlicht durch den Befund, dass das Blockieren der Dynamin2 GTPase-Aktivität
durch die Zugabe der kleinen chemischen Inhibitoren Dynasore oder Dynole 34-2 zu
einer massiven Adhäsionsdefizienz humaner CD4+ T-Zellen auf immobilisierten Integrin-
Liganden führte (Abbildungen 3.3 und 3.5). Da sowohl Dynasore als auch Dynole 34-
2 ebenfalls Dynamin1 und Dynamin3 inhibieren können [164, 166], musste überprüft
werden, welche Isoformen der großen GTPase in humanen CD4+ T-Zellen exprimiert
werden. Wie auch bereits schon für murine CD4+ T-Zellen beschrieben [130], konnte
eine Expression in humanen CD4+ T-Zellen nur für das ubiquitär exprimierte Dynamin2
nachgewiesen werden, nicht jedoch für Dynamin1 und Dynamin3, welche vor allem in neu-
ronalen Geweben zu finden sind ([80], Abbildung 3.2). Daher kann in humanen CD4+
T-Zellen bei der Verwendung von Pan-Dynamin-Inhibitoren wie Dynasore oder Dyno-
le 34-2 davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem inhibierten Dynamin nur um die
Isoform Dynamin2 handelt und die beobachteten Effekte dementsprechend auf die Inhi-
bition dieses Proteins zurückzuführen sind. Die Tatsache, dass die beiden verwendeten
Inhibitoren chemisch nicht verwandt sind und ihr Einsatz trotzdem den gleichen Phäno-
typ zu Folge hatte, minimiert zudem die Gefahr, dass die gemachten Beobachtungen auf
unspezifischen Dynamin-unabhängigen Seiteneffekten beruhen [157]. In der vorliegenden
Arbeit wurde diese Annahme zusätzlich gestützt durch die Verwendung verschiedener
Dynamin2-mRNA-targetierender siRNA-Oligonukleotide, welche transfiziert in humane
CD4+ T-Lymphozyten zu einer Herunterregulation der Dynamin2-Expression und da-
durch ebenfalls zu einer signifikanten Reduzierung der Adhäsion dieser Zellen führten
(Abbildung 3.5).
Die Integrin-vermittelte Adhäsion von T-Lymphozyten ist von großer Bedeutung für
das Immunsystem und kommt während verschiedener Prozesse und in unterschiedlichs-
ten Umgebungen zum Einsatz [193]. So findet die Interaktion zwischen T-Zellen und
Antigen-präsentierenden Zellen (APCs) meist in sekundären lymphatischen Organen wie
den Lymphknoten statt, in denen keine starken Strömungen herrschen [194]. Im Gegen-
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satz dazu sind Leukozyten bei der Extravasation aus Blutgefäßen dem Blutstrom ausge-
setzt, was ein Einwirken ausgeprägter Scherkräfte auf die Zellen mit sich bringt. Diese
Scherkräfte können sich zusätzlich aktivierend auf Integrine auswirken, was zur Folge hat,
dass die Mechanismen der Integrin-Aktivierung unter laminarer Strömung nicht exakt
den gleichen Regeln unterworfen sind wie unter statischen Bedingungen [195]. Humane
CD4+ T-Zellen, welche entweder mit chemischen Inhibitoren der Dynamin2 GTPase-
Aktivität versetzt oder mit Dynamin2-spezifischen siRNAs transfiziert worden waren,
wiesen sowohl unter statischen als auch unter Flussbedingungen massive Adhäsionsdefi-
zite auf (Abbildungen 3.3, 3.5, 3.6 und 3.7), was für eine sehr grundlegende Funktion von
Dynamin2 in der Integrin-vermittelten Lymphozytenadhäsion spricht, die unabhängig
von der Anwesenheit von Scherkräften ist. Eine zentrale Rolle der großen GTPase in der
Regulation Integrin-vermittelter Adhäsion wird zudem unterstützt durch die Beobach-
tung, dass T-Zellen ohne funktionellem Dynamin2 sowohl in der T-Zell-Rezeptor- (TCR)
als auch Chemokin-stimulierten Adhäsion auf Integrin-Liganden stark beeinträchtigt wa-
ren, welche zu großen Teilen auf unterschiedlichen intrazellulären Signalkaskaden beru-
hen [196, 197]. Auch die Stimulation mit dem Diacylglycerol-Strukturanalog Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA), welches ein Aktivator der ProteinkinaseC ist, direkt durch die
Plasmamembran diffundieren kann und somit nicht auf die Signalgebung von membran-
ständigen Rezeptoren angewiesen ist [198, 199], konnte in T-Lymphozyten, aber auch an-
deren humanen Lymphozytentypen wie B-Zellen oder NK-Zellen (Abbildung 3.4), nach
Inhibition oder Herunterregulation von Dynamin2 im Vergleich zu Kontrollzellen kei-
ne effektive Adhäsion induzieren. Dass die mangelhafte Adhäsion Dynamin2-defizienter
Zellen auf unterschiedlichen Integrin-Liganden wie ICAM-1, VCAM-1 und Fibronektin
zu beobachten war, spricht zudem dafür, dass es sich nicht um einen für ein bestimm-
tes Integrin spezifischen Effekt handelt, da die soeben erwähnten Integrin-Liganden von
unterschiedlichen Integrinen wie LFA-1, VLA-4 und VLA-5 gebunden werden [169]. Zu-
sammengenommen deuten diese Ergebnisse auf eine zentrale Schlüsselrolle der großen
GTPase Dynamin2 in der Regulation Integrin-vermittelter Lymphozytenadhäsion hin.
Neben der Adhäsion müssen Immunzellen auch ihr migratorisches Verhalten dynamisch
an sich schnell verändernde Situationen anpassen können, um effektive Immunantwor-
ten zu gewährleisten [11]. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit ne-
ben der Integrin-vermittelten Adhäsion ebenfalls die Migration von humanen CD4+ T-
Lymphozyten analysiert. So konnte beobachtet werden, dass primäre T-Zellen, ausge-
sät auf einer 2-dimensionalen Oberfläche beschichtet mit dem LFA-1-Liganden ICAM-1,
eine effiziente Chemokinese aufwiesen, nachdem sie uniform mit dem Chemokin CX-
CL12 stimuliert worden waren. Dieser Effekt blieb jedoch gänzlich aus, wenn die Zellen
mit dem Dynamin2-Inhbitior Dynasore versetzt wurden (Abbildung 3.8). Es stellt sich
somit die Frage, aus welchem Grund T-Lymphozyten nach chemischer Inhibition von
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Dynamin2 nicht mehr effektiv auf einer mit ICAM-1 beschichteten Oberfläche migrie-
ren können. Da bekannt ist, dass CXCR4, der Rezeptor des Chemokins CXCL12, nach
Bindung seines Liganden internalisiert wird [200], und Dynamin2 ein wichtiges Protein
des endozytotischen Apparates ist, wurde die Internalisierung des Chemokinrezeptors in
Dynasore-behandelten T-Zellen analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die stetig ver-
laufende, Liganden-unabhängige Internalisierung von CXCR4 in Dynamin2-inhibierten
T-Lymphozyten in der Tat beeinträchtigt war, die Liganden-abhängige Internalisierung
nach Zugabe von CXCL12 in diesen Zellen jedoch sehr effektiv verlief (Abbildung 3.9).
Generell wird der Beitrag der Internalisierung von Chemokinrezeptoren zu deren Funkti-
on in Signaltransduktionsprozessen kontrovers diskutiert, da diese Rezeptoren primär Si-
gnale über an sie gekoppelte heterotrimere G-Proteine weitervermitteln [201]. Tatsächlich
wiesen Dynasore-behandelte T-Zellen keine Defizite in der CXCL12-induzierten Chemo-
taxis durch einen Transwell -Filter auf (Abbildung 3.10). Die Tatsache, dass Dynasore-
behandelte T-Zellen grundsätzlich funktionell auf einen CXCL12-Gradienten reagieren
können, führt zu der Annahme, dass Dynamin2 keine wichtige Rolle in der CXCL12-
induzierten Migration von T-Zellen spielt, was durch weitere bereits publizierte Arbeiten
zusätzlich bestätigt wird [124, 130]. Doch wie nimmt das Protein dann Einfluss auf die
Migration humaner T-Zellen auf 2-dimensionalem ICAM-1? Es ist bekannt, dass die
Migration von Zellen auf 2-dimensionalen Oberflächen stark von Integrinen abhängig
ist, welche den Kraft-erzeugenden Apparat innerhalb der Zelle, das Aktomyosin, durch
die Membran auf das unter der Zelle befindliche Substrat übertragen. So kann sich die
Zelle an diesem Substrat entlangziehen [202]. Amöboid migrierende Zellen wie Leukozy-
ten sind jedoch in der Lage dazu, innerhalb einer räumlich beengenden 3-dimensionalen
Umgebung, wie beispielsweise dem Interstitium, durch das reine Zusammenspiel von
Protrusion und Kontraktion effektiv zu migrieren, ohne Integrin-vermittelte Adhäsion
einsetzen zu müssen [24, 25]. Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass
Dynasore-behandelte Zellen innerhalb eines 3-dimensionalen Kollagen-Gels nach Zugabe
von CXCL12 sehr effektiv migrieren konnten und nur geringfügig langsamer waren als
entsprechende Kontrollzellen (Abbildung 3.10), kann geschlussfolgert werden, dass der
komplette Verlust der Migrationsfähigkeit dieser Zellen auf 2-dimensionalem ICAM-1
auf die bereits beschriebene Defizienz in der Integrin-vermittelten Adhäsion zurückzu-
führen ist. Dies wird zudem von der Beobachtung unterstützt, dass Dynasore-behandelte
T-Lymphozyten auch auf 2-dimensionalem VCAM-1, welches ebenso wie das für die 3-
dimensionalen Gele verwendete Kollagen von β1-Integrinen gebunden werden kann [169],
ebenfalls keinerlei Motilität aufwiesen (Abbildung 3.11), was somit Integrin-spezifische
Effekte (ICAM-1 ist ein β2-Integrin-Ligand) ausschließt.
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4.2 Weder Endozytose noch F-Aktin-Polymerisierung sind
essentiell für die Integrin-vermittelte Adhäsion humaner
T-Zellen
Die Mitglieder der Dynamin-Familie, und somit auch Dynamin2, wurden bisher vor allem
im Kontext von Endozytose, Membran-Dynamik sowie intrazellulärem Vesikeltransport
studiert, was dazu führte, dass bis zum heutigen Tage ein enormes Wissen bezüglich der
Funktionsweise der großen GTPasen innerhalb dieser essentiellen Prozesse angesammelt
wurde [203]. Dynamin2 ist das einzige ubiquitär exprimierte klassische Dynamin und
nimmt somit auch in Leukozyten eine Schlüsselrolle in der Regulation des vesikulären
Transports ein. Es stellt sich daher die Frage, ob der beobachtete Adhäsionsphänotyp
von T-Lymphozyten, welche über kein funktionelles Dynamin2 verfügen, eventuell auf
eine gestörte Endozytose zurückzuführen sein könnte. Auch wenn bereits gezeigt werden
konnte, dass eine veränderte Internalisierung des Chemokinrezeptors CXCR4 nicht für
Defekte in Integrin-vermittelter Adhäsion und Migration verantwortlich ist (Abschnitt
4.1), könnte eine beeinträchtigte Internalisierung anderer Signal-gebender Rezeptoren
oder der Integrine selbst eine Erklärung hierfür liefern. So wurde Dynamin2 bereits zu-
vor in der Internalisierung des T-Zell-Rezeptors (TCRs) impliziert, was sich allerdings
primär auf dessen langanhaltende Signalgebung von intrazellulären Membranen aus aus-
wirkt, und so anhaltende Veränderungen während der T-Zellaktivierung im Rahmen der
klonalen Expansion reguliert [122]. Die hier gemachten Beobachtungen bezüglich des Ein-
flusses von Dynamin2 auf die Integrin-vermittelte T-Zelladhäsion bewegen sich jedoch im
Bereich von Minuten nach Stimulation (unterhalb einer Stunde), was somit eine Betei-
ligung der langanhaltenden Signalgebung des TCRs von intrazellulären Kompartimen-
ten aus sehr unwahrscheinlich macht. Auch eine Dynamin2-vermittelte Internalisierung
von Integrinen wurde bereits beschrieben, jedoch innerhalb von großen und komplizier-
ten Adhäsionsstrukturen stark adhärenter mesenchymaler Zellen wie Fibroblasten [121].
Adhäsionsstrukturen dieser Art, wie beispielsweise reife Fokaladhäsionen oder Podoso-
men, werden in Lymphozyten jedoch nicht ausgebildet [22]. Interessanterweise konnte in
der vorliegenden Arbeit zudem auch keine Veränderung der Oberflächenexpression ver-
schiedener Integrine auf ruhenden sowie aktivierten T-Zellen beobachtet werden, nach-
dem diese mit dem Dynamin2-Inhibitor Dynasore behandelt worden waren (Abbildung
3.35). Um zu überprüfen, ob eine Fehlregulation des vesikulären Transports trotzdem die
Grundlage für den Adhäsionsdefekt in T-Zellen ohne funktionellem Dynamin2 darstellt,
wurden zusätzlich unterschiedliche chemische Inhibitoren eingesetzt, welche Endozyto-
se, intrazelluläre Vesikeltransporte sowie Exozytose auf Dynamin2-unabhängige Art und
Weise inhibieren können. Die Integrin-vermittelte T-Zelladhäsion unter statischen Bedin-
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gungen konnte aber weder durch die Zugabe der Endozytose-Inhibitoren Chlorpromazin
oder Monodansylcadaverin [204], noch durch die Zugabe der Exozytose-Inhibitoren Bre-
feldin A oder Exo1 [205] beeinträchtigt werden. Diese Ergebnisse sprechen deutlich gegen
die Annahme, dass eine Dynamin2-abhängige gestörte Dynamik des intrazellulären Ve-
sikeltransports beziehungsweise der Endozytose die Basis für die Adhäsionsdefizienz von
T-Zellen ohne Dynamin2-Funktion oder -Expression ist.
Neben Prozessen der Membrandynamik wird Dynamin2 ebenfalls in der Regulation des
F-Aktin-Zytoskeletts impliziert [102]. Während diese Funktion auch einen wichtigen Bei-
trag bei der Vesikelabschnürung im Rahmen der Endozytose leistet [206, 207], konn-
te weiterhin gezeigt werden, dass Dynamin2 beispielsweise auch die Migration mesen-
chymaler Zelltypen beeinflussen kann, indem es die F-Aktin-Polymerisierung innerhalb
von Lamellipodien beeinflusst [111, 114]. Auch in T-Zellen wurde bereits ein Einfluss
von Dynamin2 auf die F-Aktin-Polymerisierung innerhalb der immunologischen Syn-
apse zwischen T-Zelle und APC beschrieben [107]. In der vorliegenden Arbeit konn-
te in humanen T-Lymphozyten mittels hochauflösender Mikroskopie ebenfalls eine In-
teraktion von Dynamin2 mit dem F-Aktin-Zytoskelett beobachtet werden, welche am
basalen Kortex adhärenter Zellen stattfand (Abbildung 3.13). Zudem führte die che-
mische Inhibition der großen GTPase durch die Zugabe von Dynasore zu einer mode-
raten Verringerung der PMA- oder Chemokin-induzierten F-Aktin-Polymerisierung in
humanen CD4+ T-Zellen (Abbildung 3.14). Dies könnte auch eine Erklärung für die
bereits beschriebene leicht herabgesetzte Migrationsgeschwindigkeit von humanen T-
Zellen innerhalb eines 3-dimensionalen Kollagen-Gels sein, welche stark abhängig von
der F-Aktin-Polymerisierung ist ([208], Abbildung 3.10). Interessanterweise wurde be-
reits ein inhibierender Effekt von Dynasore auf die Formation F-Aktin-basierter dorsa-
ler Membrankräuselungen von Fibroblasten beschrieben, bei denen die drei Isoformen
von Dynamin genetisch deletiert worden waren, was daher für einen partiell Dynamin-
unabhängigen Effekt von Dynasore auf das Aktin-Zytoskelett spricht [165]. Doch wirkt
sich die in ihrer Effektivität etwas herabgesetzte F-Aktin-Polymerisierung in Dynasore-
behandelten T-Zellen überhaupt auf deren Integrin-vermittelte Adhäsion aus? Da das
F-Aktin-Zytoskelett eine wichtige Rolle in der zellulären Mechanotransduktion spielt und
somit auch Einfluss auf die Dynamik von Adhäsionen nehmen kann, wäre dies durchaus
denkbar [209]. Interessanterweise konnte jedoch unter Verwendung hochpotenter Inhibi-
toren der F-Aktin-Polymerisierung (Cytochalasin D sowie Latrunculin A) kein Einfluss
auf die PMA-induzierte statische Adhäsion primärer CD4+ T-Zellen auf den Integrin-
Liganden ICAM-1 und VCAM-1 beobachtet werden, was klar gegen die Annahme spricht,
dass die F-Aktin-regulierende Funktion von Dynamin2 die Erklärung für dessen grund-
legende Rolle in der Integrin-vermittelten Adhäsion von T-Zellen ist. Ein eindeutiger
Einfluss des F-Aktin-Zytoskeletts konnte jedoch auf das Ausbreiten der T-Zellen nach
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erfolgter Adhäsion beobachtet werden, was zu einer abgerundeten Morphologie der Zellen
führte und in Übereinstimmung mit bereits veröffentlichten Studien ist [210, 211]. Zudem
ist die Beobachtung, dass weder Cytochalasin D noch Latrunculin A dazu in der Lage
waren, die statische Adhäsion humaner T-Zellen zu inhibieren, ein weiterer Beweis dafür,
dass dieser Prozess nicht durch die Inhibition der Endozytose beeinflusst werden kann,
da beide Substanzen auch die von der F-Aktin-Polymerisierung abhängige Endozytose
inhibieren [212].
4.3 Die Aktivierung der kleinen GTPase Rap1 ist abhängig
von funktionellem Dynamin2
Da weder eine de-regulierte Endozytose noch eine ineffiziente F-Aktin-Polymerisierung
die Erklärung für die Adhäsionsdefizienz von T-Zellen ohne funktionellem Dynamin2
sind, stellt sich die Frage, wie die große GTPase Integrin-vermittelte Adhäsion regulie-
ren kann. Um einen generellen Einfluss des Proteins auf grundlegende Signaltransduk-
tionskaskaden zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit die Aktivierungsmus-
ter der Serin/Threoninkinasen Akt (Proteinkinase B) sowie Erk1/2 (Mitogen-aktivierte
Kinasen) nach PMA-Stimulation in humanen CD4+ T-Zellen analysiert. Die Aktivie-
rung dieser Kinasen kann durch eine Vielzahl verschiedener externer Stimuli ausgelöst
werden und nimmt wiederum Einfluss auf diverse intrazelluläre Prozesse wie Proliferati-
on, Apoptose, Transkription und Migration [179, 213]. Während es kontroverse Berichte
über den Einfluss von Dynamin2 auf die Aktivierung von Erk1/2 gibt [122, 214, 215],
welche eventuell durch die Verwendung unterschiedlicher Zellsysteme, Stimulanzien und
Analyse-Zeitpunkte zu erklären sind, konnte in der vorliegenden Arbeit kein Einfluss von
Dynamin2 auf die PMA- und/oder Integrin-vermittelte Aktivierung von Erk1/2 in hu-
manen T-Zellen beobachtet werden (Abbildung 3.16). Ebenso konnte keine Veränderung
der Aktivierung von Akt in Dynasore-behandelten T-Zellen nachgewiesen werden, was
konform geht mit einer Studie, bei der die genetische Deletion von Dynamin2 in mu-
rinen T-Zellen ebenfalls keinen Einfluss auf die Aktivierung dieser Kinase hatte ([122],
Abbildung 3.16). Somit kann geschlussfolgert werden, dass in dem hier verwendeten ex-
perimentellen System Dynamin2 keinen generellen Einfluss auf grundlegende Signalkas-
kaden hat, welche zu der Aktivierung von Erk1/2 oder Akt führen, und somit normale
Signaltransduktionsprozesse weiterhin möglich sind.
Neben dem starken Adhäsionsdefizit konnte in der vorliegenden Arbeit ein weiterer Phä-
notyp von T-Zellen ohne Dynamin2 GTPase-Aktivität beobachtet werden, welcher sich
auf die Polarisierung der Lymphozyten bezieht. So wiesen mit Dynasore behandelte T-
Zellen starke Polarisierungsdefizite in Morphologie sowie der Oberflächenverteilung von
122
4 Diskussion
Rezeptoren auf (Abbildung 3.17). Die Polarisierung etabliert normalerweise ein zelluläres
Vorderende mit ausgeprägtem Lamellipodium oder Pseudopodien, sowie ein Hinterende
mit einem Uropod, in den beispielsweise der Rezeptor CD44 lokalisiert [216], und spielt
somit bei der Chemokin-induzierten Migration, aber auch der Interaktion von T-Zellen
mit APCs eine wichtige Rolle [217, 218]. Während ein Vorderende mit verkleinertem La-
mellipodium in Dynasore-behandelten T-Zellen weiterhin ausgebildet wurde, konnte an
den Hinterenden der Zellen jedoch kein Uropod mehr detektiert werden (Abbildung 3.14).
Bekannte Regulatoren der Lymphozyten-Polarisierung sind die Proteine Ezrin, Radixin
und Moesin (zusammen als ERM bezeichnet), welche während der Polarisierung ebenfalls
in den Uropod lokalisieren [219]. Im phosphorylierten Zustand vermitteln diese Proteine
eine verstärkte Polarisierung von T-Zellen und können auch Prozesse wie die Migration
und die Integrin-vermittelte Adhäsion positiv beeinflussen [220, 221]. Dementsprechend
könnte eine fehlregulierte Phosphorylierung der ERM-Proteine die Erklärung für eine
fehlerhafte Polarisierung und Adhäsion Dynasore-behandelter T-Zellen sein, insbesonde-
re da im Zebrafisch (Danio rerio) bereits ein regulierendes Einwirken von Dynamin auf
die zelluläre Lokalisierung sowie die Phosphorylierung von epithelialem ERM beschrie-
ben wurde [222]. Interessanterweise konnte jedoch durch die Zugabe von Dynasore zu
humanen CD4+ T-Lymphozyten der Phosphorylierungsstatus von ERM nicht beeinflusst
werden, weder in stimulierten noch unstimulierten Zellen (Abbildung 3.18). Dies spricht
gegen die ERM-Proteine als Verbindungsglieder zwischen Dynamin2 und der Adhäsion
sowie Polarisierung humaner CD4+ T-Zellen.
Ein weiterer bekannter Regulator der Adhäsion und auch der Polarisierung von Lym-
phozyten ist die kleine GTPase Rap1, welche eine Schlüsselrolle in der Aktivierung von
Integrinen einnimmt [15, 182]. So spielt sie eine entscheidende Funktion bei der inside-
out Integrin-Aktivierung über unterschiedlichste Stimulanzien und Signalwege, zu de-
nen auch Signalkaskaden induziert durch den TCR, Chemokine sowie PMA gehören
[223, 224, 225]. Eine ineffiziente Aktivierung von Rap1 hätte somit fatale Folgen für die
Integrin-vermittelte Zelladhäsion. In der Tat konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass ruhende CD4+ T-Zellen, welche entweder mit Inhibitoren der Dynamin2
GTPase-Aktivität versetzt worden waren oder deren Dynamin2-Expression durch die
Transfektion mit Dynamin2-spezifischen siRNAs massiv herunterreguliert worden war,
eine stark beeinträchtigte PMA-induzierte Aktivierung von Rap1 aufwiesen (Abbildun-
gen 3.19 und 3.20). Auch die TCR-stimulierte Rap1-Aktivierung in ruhenden CD4+
T-Zellen war stark beeinträchtigt nach der Zugabe von Dynasore (Abbildung 3.21). Dies
zeigt deutlich, dass Dynamin2 eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung der kleinen
GTPase Rap1 spielt. Im Gegensatz zu ruhenden T-Zellen weisen aktivierte Effektor-T-
Zellen ein hohes basales Aktivierungslevel an Rap1 auf [183]. Da auch diese Art der
Rap1-Aktivierung, welche nicht durch einen direkt zuvor hinzugegeben Stimulus erzeugt
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wird, sensitiv gegenüber der Inhibition von Dynamin2 war (Abbildung 3.21), kann davon
ausgegangen werden, dass Dynamin2 nicht nur von großer Wichtigkeit für die Akti-
vierung der kleinen GTPase Rap1, sondern zudem auch für die Stimulus-unabhängige
Aufrechterhaltung der zellulären Rap1-GTP-Level verantwortlich ist. Zu diesem Befund
passt zudem, dass die hohe basale Integrin-vermittelte Adhäsion sowie Migration auf
2-dimensionalen Oberflächen, welche bei Effektor-T-Zellen zu beobachten ist, ebenfalls
stark durch die Inhibition von Dynamin2 beeinflusst wird (Abbildung 3.4 und 3.22).
Obwohl die fehlerhafte Aktivierung von Rap1 in Dynamin2-defizienten Zellen deren stark
reduzierte Adhäsion und Polarisierung erklären könnte, stellt sich die Frage, ob Rap1 tat-
sächlich die Verbindung zwischen Dynamin2 und diesen Phänotypen darstellt. Um dies
zu überprüfen, wurden verschiedene Rap1a-eGFP Fusionsproteine in primären CD4+
T-Zellen überexprimiert und deren PMA-stimulierte Adhäsion mit und ohne Zugabe
von Dynasore analysiert. So konnte eindeutig gezeigt werden, dass die fehlerhafte Akti-
vierung von Rap1 in T-Zellen ohne funktionellem Dynamin2 für deren Adhäsionsdefizite
verantwortlich ist, da die Überexpression von Rap1a-eGFP Wildtyp sowie der konstitutiv
aktiven Punktmutante Rap1a-eGFP G12V die Integrin-vermittelte Adhäsion Dynasore-
behandelter T-Zellen wiederherstellen konnte, während die Überexpression von eGFP
alleine keinen Effekt auf diese hatte (Abbildung 3.23). Dass nicht nur die konstitutiv
akive Punktmutante sondern auch die Wildtyp-Variante von Rap1a dazu in der Lage
waren, lässt sich dadurch erklären, dass beide Fusionsproteine nach der Überexpression
in aktiviertem Zustand vorlagen. Dieser war, im Gegensatz zum Aktivierungszustand von
endogen exprimiertem Rap1, jedoch nicht abhängig von Dynamin2 (Abbildung 3.23). Ei-
ne mögliche Erklärung hierfür könnte die transiente Überexpression selbst sein, welche
zu einer hohen Konzentration des Proteins von Interesse führt und somit auch Einfluss
auf dessen Aktivität nehmen kann [226]. Interessanterweise führte jedoch die alleinige
Aktivierung von Rap1a nur durch dessen Überexpression und ohne die zusätzliche Sti-
mulation mit PMA zu keiner effizienten Adhäsion von T-Zellen. Dies spricht dafür, dass
neben der Aktivierung von Rap1 auch weitere, Dynamin2-unabhängige Prozesse nötig
sind, um die Adhäsion von T-Lymphozyten zu gewährleisten. Nichtsdestotrotz zeigen
diese Ergebnisse eindeutig, dass der Einfluss von Dynamin2 auf die Integrin-vermittelte
Adhäsion humaner T-Lymphozyten über die Regulation der Rap1-Aktivierung erfolgt.
4.4 Dynamin2 kontrolliert die Aktivität von Rap1 über
FAK/Pyk2 und RapGEF1
Da bisher eindeutig gezeigt werden konnte, dass Dynamin2 über Rap1 die Integrin-
vermittelte Adhäsion humaner T-Lymphozyten kontrolliert, stellt sich nun die Frage, wie
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Dynamin2 die Aktivierung der kleinen GTPase regulieren kann. Da eine direkte Interak-
tion von Dynamin2 und Rap1 mittels Co-Immunpräzipitation nicht beobachtet werden
konnte, ist eine unmittelbare Interaktion der Proteine als Erklärung hierfür sehr unwahr-
scheinlich (Abbildung 3.28). In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch die Lokalisation
von Dynamin2-eGFP in Cluster -ähnliche Strukturen an der basalen Plasmamembran ad-
härenter und über den TCR aktivierter T-Zellen beobachtet werden (Abbildung 3.2). Da
dies der die Adhäsion vermittelnde Teil der Zelle ist, könnten diese Strukturen eng ver-
bunden sein mit dem Einfluss von Dynamin2 auf die Adhäsion der Lymphozyten. Zudem
wurde bereits beschrieben, dass Rap1 nach dessen Aktivierung an die Plasmamembran
rekrutiert werden kann [227, 228] und auch mit dem endosomalen Kompartiment in Ver-
bindung steht [229, 230]. Somit könnte es sich bei den Dynamin2-Akkumulationen an
der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen eventuell um Hotspots der Endozytose
handeln. Interessanterweise konnten aber weder Rap1a-RFP noch Marker für frühe En-
dosomen co-lokalisiert mit Dynamin2-eGFP in den eben erwähnten Strukturen gefunden
werden (Abbildungen 3.29 und 3.24), was die zuvor aufgestellte Hypothese, dass eine feh-
lerhafte Endozytose nicht der Grund für die Adhäsionsdefizite von Dynamin2-defizienten
Zellen ist, verstärkend unterstützt. Neben dem endosomalen können Rap1 und Dyna-
min2 zudem auch mit dem lysosomalen Kompartiment interagieren [186, 231]. Zudem
ist bekannt, dass der lysosomale Abbau bestimmter Proteine für Mechanotransduktion
sowie Adhäsion von Zellen, unter anderem von T-Lymphozyten, von großer Bedeutung
ist, beispielsweise im Rahmen der Chaperon-unterstützten selektiven Autophagie [232].
Doch auch der lysosomale Marker LAMP1 lokalisierte nicht in die Dynamin2-eGFP-
haltigen Cluster an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen, was einen direk-
ten Zusammenhang von Lysosomen mit den Akkumulationen von Dynamin2-eGFP eher
unwahrscheinlich macht (Abbildung 3.24).
In mesenchymalen Zellen, welche stark adhärent sind und große Adhäsionsstrukturen
ausbilden, wurde Dynamin2 bereits beim Abbau reifer Fokaladhäsionen impliziert, was
auf dessen Rolle in der Endozytose beruht [121]. Obwohl Fokaladhäsionen von Lympho-
zyten nicht ausgebildet werden [22], keine Marker für frühe Endosomen co-lokalisiert mit
Dynamin2-eGFP beobachtet werden konnten und auch die Dynamin2-unabhängige In-
hibition der Endozytose nicht zu einem Verlust der Adhäsion von T-Zellen führte, sollte
überprüft werden, ob Integrine oder entsprechende Adaptermoleküle in den Dynamin2-
eGFP-Clustern an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen zu finden waren,
nicht zuletzt da diese in ihrer Struktur an Adhäsionsstrukturen erinnerten. Da als Integrin-
Ligand ICAM-1 verwendet worden war, wurde die Lokalisation von CD18, der β2-Integrin-
Kette, analysiert. Interessanterweise konnte jedoch keine Co-Lokalisation des Integrins
mit Dynamin2-eGFP beobachtet werden, obwohl auch CD18 in einem großen Cluster
zu finden war, was auf die TCR-vermittelte Aktivierung der T-Zellen zurückzuführen ist
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[233]. Zudem co-lokalisierte auch Talin1, ein Adapterprotein, das für die Aktivierung aller
Integrine essentiell ist und diese direkt binden kann [234], nicht mit Dynamin2-eGFP an
der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen (Abbildung 3.25). Die Beobachtung,
dass auch das Tubulin-Zytoskelett nicht direkt mit dem Großteil der Dynamin2-eGFP-
haltigen Strukturen assoziiert war (Abbildung 3.24), untermauert zusätzlich die Annah-
me, dass es sich bei den beobachteten Strukturen nicht um Adhäsionsstrukturen handelt
welche über Dynamin2 umgesetzt werden, da alle von Dynamin2 abgebauten Fokaladhä-
sionen in mesenchymalen Zellen direkt von Mikrotubuli innerviert werden [117].
Die Tyrosinkinase FAK sowie das nah verwandte und in hämatopoetischen Zellen stark
exprimierte Pyk2 spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation von Zelladhäsion und
-migration [235]. Zudem wurde bereits beschrieben, dass in stark adhärenten Zellen wie
Fibroblasten, FAK und Pyk2 nach erfolgter Autophosphorylierung direkt mit Dynamin2
sowie mit Kinasen der Src-Familie (SFKs) interagieren können [118, 120]. Dies stimmt
mit der in der vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtung überein, dass SFKs sowie
FAK und Pyk2, jeweils im phosphorylierten und damit aktivierten Zustand, stark und
spezifisch mit Dynamin2-eGFP in den Cluster -ähnlichen Strukturen an der basalen Plas-
mamembran von auf ICAM-1 adhärenten T-Zellen co-lokalisieren (Abbildung 3.26). Die
Autophosphorylierung und Aktivierung von FAK und Pyk2 kann über verschiedene Si-
gnalkaskaden ausgelöst werden, welche in T-Zellen die Signalgebung durch den TCR
oder auch durch Chemokinrezeptoren beinhalten [189]. Interessanterweise konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass genau diese Autophosphorylierungen von FAK
und Pyk2, welche eine Grundvoraussetzung für deren Komplexbildung mit SFKs und
Dynamin2 sind [118], stark von der Dynamin2 GTPase-Aktivität abhängen (Abbildung
3.27). Dies bedeutet wiederum auch, dass die Bildung des gesamten Komplexes an der
basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen von Dynamin2 reguliert wird.
Neben den bereits beschriebenen Signalmolekülen konnte zudem ein weiteres Protein in-
nerhalb der Dynamin2-eGFP-reichen Cluster -ähnlichen Strukturen an der basalen Plas-
mamembran adhärenter T-Zellen gefunden werden, bei dem es sich um RapGEF1 (auch
bekannt als C3G) handelt (Abbildung 3.29). RapGEF1 spielt ebenfalls eine wichtige Rol-
le in der Regulation von Zellmigration und -adhäsion und vermittelt zudem als wichtiges
GEF für Rap1 dessen Aktivierung [236]. Wird RapGEF1 an Tyrosin504 phosphoryliert,
wird es aktiviert und somit dessen GEF-Aktivität für Rap1 massiv erhöht [58]. Inter-
essanterweise konnte RapGEF1, welches exakt an dieser Stelle phosphoryliert war, spe-
zifisch angereichert in den Dynamin2-eGFP-Clustern an der basalen Plasmamembran
von adhärenten und aktivierten T-Zellen nachgewiesen werden. Dies stimmt mit einer
bereits veröffentlichten Studie überein, dass RapGEF1 im Rahmen der Aktivierung und
Adhäsion von T-Zellen an die Plasmamembran rekrutiert wird [237]. Die entsprechende
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Abbildung 4.1: Graphische Darstellung des Modells der Dynamin2-abhängigen Aktivierung
von Rap1 über FAK/Pyk2 und RapGEF1.
[59], welche sich ebenfalls in den Cluster -ähnlichen Strukturen an der basalen Plasma-
membran adhärenter T-Zellen befanden. So könnte die Rekrutierung von RapGEF1 in
diese Strukturen zu einer Aktivierung des GEFs durch dort akkumulierte SFKs führen
und wäre somit, wie auch die Entstehung der Komplexe, abhängig von Dynamin2. In der
Tat konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die TCR-vermittelte Phospho-
rylierung von RapGEF1, welche zuvor bereits beschrieben wurde [238], durch die Zugabe
des Dynamin2-Inhibitors Dynasore massiv gestört wurde (Abbildung 3.30). Da mittels
Co-Immunpräzipitation keine direkte Interaktion von Dynamin2 und RapGEF1 nachge-
wiesen werden konnte, ist es eher unwahrscheinlich, dass Dynamin2 die Rekrutierung des
GEFs in die Signalkomplexe an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen durch
eine direkte Interaktion mit dem Protein vermittelt. Jedoch lag RapGEF1 in humanen
T-Zellen direkt assoziiert mit den Adapterproteinen Crk-L und Grb2 vor (Abbildung
3.28), welche das Protein an die Plasmamembran rekrutieren und und dadurch dessen
Aktivierung einleiten können [58]. Zudem wurden Crk-L und Grb2 bereits als direkte
Interaktoren von Dynamin2 beschrieben [107].
Zusammengefasst lässt sich aus diesen Ergebnissen folgende Hypothese ableiten (Abbil-
dung 4.1): Dynamin2 reguliert die Aktivierung der Tyrosinkinasen FAK und Pyk2, welche
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durch unterschiedliche Signalkaskaden ausgelöst werden kann und durch eine Autophos-
phorylierung der Kinasen erfolgt. Nach ihrer Aktivierung binden dann FAK und Pyk2
an Dynamin2 sowie SFKs und bilden mit diesen einen Signalkomplex an der basalen
Plasmamembran adhärenter T-Zellen aus. RapGEF1 wird ebenfalls in diesen Komplex
rekrutiert, möglicherweise über dessen Interaktion mit Crk-L und Grb2. Innerhalb des
Komplexes phosphorylieren SFKs RapGEF1 an Tyrosin504 und aktivieren somit des-
sen GEF-Aktivität gegenüber Rap1. RapGEF1 wiederum vermittelt an Rap1 daraufhin
einen Austausch von GDP zu GTP und aktiviert somit die kleine GTPase, vermutlich
jedoch außerhalb der beschriebenen Signalkomplexe, da Rap1 in diesen nicht nachge-
wiesen werden konnte. Rap1-GTP kann daraufhin mit verschiedenen Effektor-Proteinen
interagieren und somit die T-Zelladhäsion über die Aktivierung von Integrinen indu-
zieren. Zudem könnte eine positive Rückkopplungsschleife entstehen, da nicht nur Src,
FAK und Pyk2 als wichtige Regulatoren der Aktivierung von Rap1 beschrieben wurden
[239, 240, 241], sondern auch Rap1-GTP bereits in der Aktivierung von FAK und Pyk2
impliziert wurde [242, 243].
4.5 Dynamin2 hat eine duale Funktion im Rahmen der
T-Zelladhäsion und -aktivierung
Dynamin2 würde nach dem oben beschriebenen Modell (Abbildung 4.1) eine zentrale
Rolle in der Organisation der Signaltransduktionsplattformen an der basalen Plasma-
membran adhärenter T-Zellen zukommen. Diese Komplexe wurden bereits innerhalb der
ersten 5min nach dem Aussäen der T-Zellen auf die mit ICAM-1 sowie aktivierenden
α-CD3/α-CD28-Antikörpern beschichteten Oberfläche beobachtet. Da T-Zellen, welche
über keine Dynamin2-Aktivität verfügen, generell nicht mehr adhärieren können, konnte
die Ausbildung dieser Strukturen während der Adhäsion nicht in bereits mit Dynaso-
re behandelten Lymphozyten analysiert werden. Aus diesem Grund wurde der Einfluss
von Dynasore auf die Dynamik von Dynamin2-eGFP innerhalb der Signalkomplexe ana-
lysiert, nachdem diese schon ausgebildet worden waren. In der Tat konnte so gezeigt
werden, dass die chemische Inhibition der Dynamin2 GTPase-Aktivität zu einer starken
Reduzierung der Mobilität von Dynamin2-eGFP innerhalb dieser Signalkomplexe führ-
te, was die Rolle der großen GTPase in die Regulation der Dynamik dieser Strukturen
zusätzlich untermauert (Abbildung 3.31).
Während des Verlaufs der TCR-induzierten Integrin-vermittelten Adhäsion durchläuft ei-
ne T-Zelle verschiedene morphologische Stadien. Nach der Stimulation über den TCR er-
folgt die Adhäsion der Zelle, welche schnell stattfindet und mit einem Ausbreiten der Zelle
einhergeht. Im Verlauf des Adhäsionsprozesses über mehrere Stunden zieht sich die Zelle
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dann allmählich wieder zusammen. Dieser Prozess ist mit einem zentripetalen retrogra-
den Aktin-Fluss verbunden, welcher unter anderem die Ausbildung der immunologischen
Synapse zur Folge hat [210, 244, 245, 246]. Exakt diese Prozesse konnten auch in dem
hier verwendeten System nachgewiesen werden, wobei neben dem F-Aktin-Zytoskelett
auch Dynamin2-eGFP einer zentripetalen retrograden Umverteilung ausgesetzt war, was
schließlich im Laufe der Adhäsion über mehrere Stunden zu einer Auflösung der eher
peripher liegenden Signalkomplexe und der Entstehung eines großen zentralen Clusters
von Dynamin2-eGFP führte (Abbildung 3.32). Innerhalb der zentralen Cluster, welche
wesentlich langlebiger und stabiler waren als die initial gebildeten peripheren Cluster,
wies Dynamin2-eGFP eine wesentlich geringere Mobilität auf (Abbildung 3.33). Zudem
konnten dort weder FAK, Pyk2 noch RapGEF1 im aktivierten Zustand nachgewiesen
werden (Abbildung 3.34). Die veränderte Dynamik von Dynamin2-eGFP, das Fehlen es-
sentieller Signalmoleküle sowie die unterschiedliche Architektur und Lokalisierung an der
Plasmamembran sprechen somit dafür, dass es sich bei den wesentlich später entste-
henden zentralen Dynamin2-eGFP-Clustern im Vergleich zu den anfänglich gebildeten
peripher liegenden Signalkomplexen um funktionell unterschiedliche Strukturen handelt.
Während letztere, wie bereits gezeigt, die Signaltransduktion hin zu der Aktivierung von
Integrinen und somit Zellausbreitung und -adhäsion regulieren, könnten die zentralen
Cluster, nicht zuletzt auf Grund ihrer Lokalisation und Architektur, Bestandteile der
immunologischen Synapse sein [247]. Dies passt zu bereits beschriebenen Funktionen von
Dynamin2 in der T-Zellaktivierung durch die Regulation der F-Aktin-Polymerisierung in
der immunologischen Synapse sowie der langanhaltenden Aufrechterhaltung der TCR-
Signalgebung von endosomalen Kompartimenten aus [107, 122]. Dementsprechend wäre
die Rolle von Dynamin2 in diesen Prozessen, welche auf den bereits etablierten und be-
schriebenen Funktionen von Dynamin2 in der Regulation von F-Aktin-Polymerisierung
und Endozytose beruhen und erst nach der Zelladhäsion auftreten, zeitlich und funktio-
nell zu unterscheiden von der initialen Rolle der großen GTPase in der Rap1-vermittelten
T-Lymphozytenadhäsion.
4.6 Die Valenz, jedoch nicht die Affinität von Integrinen,
wird durch Dynamin2 reguliert
Da in der vorliegenden Arbeit eindeutig gezeigt werden konnte, dass Dynamin2 über die
Aktivierung der kleinen GTPase Rap1 großen Einfluss auf die Integrin-vermittelte Adhä-
sion humaner T-Lymphozyten nimmt, stellt sich nun die Frage, wie sich die Dynamin2-
vermittelte Aktivierung von Rap1 auf die Integrine selbst auswirkt. Wie bereits erwähnt
wurde, konnte trotz der im Rahmen des Abbaus von Fokaladhäsionen beschriebenen
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Funktion von Dynamin2, Integrine zu internalisieren [248], kein Effekt einer Inhibition
der Dynamin2 GTPase-Aktivität auf die Oberflächenexpression ruhender und aktivier-
ter CD4+ T-Zellen beobachtet werden (Abbildung 3.35). Dies und die Tatsache, dass
Dynamin2-unabhängige Inhibitoren des intrazellulären Vesikeltransports und der Endo-
zytose keinen Einfluss auf die statische Adhäsion humaner T-Zellen hatten (Abbildung
3.12), macht es sehr unwahrscheinlich, dass die große GTPase sich über eine fehlerhafte
Internalisierung von Integrinen auf die T-Zelladhäsion auswirkt. So ist es viel wahrschein-
licher, dass Dynamin2 über Rap1 die Aktivierung von Integrinen beeinflussen kann.
Die präzisen Mechanismen, welche der Aktivierung von Integrinen zu Grunde liegen, wer-
den seit langer Zeit intensiv und mit vielen verschiedenen Zellmodellen studiert [15, 40,
42]. Generell kann die Aktivität von Integrinen auf zwei verschiedenen Wegen moduliert
werden. Zum einen über strukturelle Konformationsänderungen der Integrin-Moleküle
selbst, welche entsprechende Bindungsstellen besser zugänglich machen und somit die
Affinität für ihre Liganden erhöhen. Zum anderen kann aber auch das Clustering der
Integrine in der Plasmemembran reguliert werden, was starke multimere Bindungen an
Integrin-Liganden zur Folge hat und als Valenzregulation beschrieben wird [33]. Während
gut etabliert ist, dass die wichtigen Integrin-aktivierenden Adaptoren Talin1 und Kind-
lin3 die Intregin-Affinität regulieren [234, 249, 250], ist der exakte Beitrag von Rap1 zu
der Aktivierung von Integrinen weitaus weniger eindeutig. Manche Studien beschreiben
die Rolle von Rap1 in diesem Prozess ebenfalls in der Regulation der Integrin-Affinität
[243, 251, 252, 253], andere Veröffentlichungen implizieren Rap1 sowohl in der Affinitäts-
als auch der Valenzregulation von Integrinen [238, 254], und wieder andere verbinden
Rap1 exklusiv mit der Integrin-Valenz [53, 67, 255]. Diese unterschiedlichen Beobachtun-
gen könnten darauf zurückzuführen sein, dass in den Studien teilweise unterschiedliche
Modellsysteme verwendet wurden und Rap1-GTP zudem auch über eine Vielzahl von ver-
schiedenen Effektor-Molekülen Einfluss auf die Aktivität von Integrinen nehmen kann,
welche teilweise gewebespezifisch exprimiert werden [256]. So konnte beispielsweise in
einer Reihe von in vitro-Studien gezeigt werden, dass der Komplex aus Rap1-GTP und
dem Effektor RIAM den universellen Integrin-Aktivator Talin1 an das Thrombozyten-
spezifische Integrin αIIbβ3 rekrutieren und dieses somit aktivieren kann [72, 73, 74]. Über-
raschenderweise wiesen jedoch Thrombozyten aus Mäusen, in denen RIAM genetisch
deletiert worden war, normale Integrin-Funktionen auf, was wiederum zeigt, dass RIAM-
unabhängige Mechanismen der Integrin-Aktivierung existieren [257]. Allerdings konnte
in weiteren in vivo-Studien beobachtet werden, dass RIAM eine wichtige Rolle bei der
Integrin-Aktivierung auf Leukozyten und somit bei deren Dynamik innerhalb des Körpers
spielt [258, 259]. Neben RIAM ist ein weiterer sehr wichtiger Rap1-Effektor im Bezug auf
die Regulation der Integrin-Aktivierung das Protein RapL, welches besonders stark in
Lymphozyten angereichert ist. Im Gegensatz zu RIAM wurde für den Rap1-GTP-RapL-
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Komplex, der direkt an den zytoplasmatischen Teil der Inetegrin-α-Kette binden kann
[71], vor allem eine wichtige regulatorische Rolle in der Integrin-Valenz, also dem Cluste-
ring von Integrinen, sowie der Polarisierung von Lymphozyten beschrieben [62, 64, 70].
Dies verdeutlicht, dass Rap1-GTP je nach Zelltyp und interagierendem Effektor-Protein
die Aktivität von Integrinen auf sehr unterschiedliche Art und Weise beeinflussen kann.
Um zu analysieren, ob sich die Dynamin2-vermittelte Rap1-Aktivierung in humanen
CD4+ T-Zellen auf die Affinitätsregulation von Integrinen auswirken könnte, wurden in
der vorliegenden Arbeit monoklonale Reporter-Antikörper verwendet, welche spezifisch
an nur in bestimmten Konformationen zugängliche Aktivierungsepitope auf Integrinen
binden [260]. Überraschenderweise konnte jedoch in Dynasore-behandelten T-Zellen kei-
ne fehlerhafte Ausbildung entsprechender Aktivierungsepitope auf β1- und β2-Integrinen
nach Stimulation mit PMA oder Mn2+-Ionen beobachtet werden, was gegen eine fehler-
hafte Affinitätsregulation der Integrine in diesen Zellen spricht (Abbildungen 3.36 und
3.37). Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung mit dem bereits veröffentlichten Be-
fund, dass die Expression von Integrin-Aktivierungs-Epitopen und somit deren Affini-
tätsregulation nicht in allen zellulären Modellsystemen von der kleinen GTPase Rap1
abhängig ist [71]. Das heißt jedoch, dass Integrine auf T-Zellen, welche über kein aktives
Dynamin2 verfügen, auf der einen Seite zwar keine eingeschränkte Affinität für ihre Ligan-
den haben, auf der anderen Seite jedoch auch keine stabile Adhäsion vermitteln können.
Das würde bedeuten, dass die reine Expression von Integrinen mit hoher Affinität für ih-
re Liganden nicht ausreicht, um eine Integrin-vermittelte Zelladhäsion zu gewährleisten.
Diese Theorie wird gestützt durch die Beobachtung, dass auch durch den Einsatz von
KIM185 in Dynasore-behandelten Zellen keine effiziente Adhäsion auf ICAM-1 induziert
werden konnte (Abbildung 3.38). KIM185 ist ein monoklonaler Antikörper, welcher alle
β2-Integrine auf der Zelloberfläche unabhängig von deren Aktivierungszustand bindet,
diese jedoch anschließend mechanisch, das heißt ohne den Beitrag intrazellulärer Signal-
kaskaden, in eine Konformation hoher Affinität versetzt. In Übereinstimmung mit diesem
Ergebnis wurde bereits zuvor beschrieben, dass eben diese KIM185-induzierte Adhäsi-
on von Lymphozyten auf ICAM-1 auch von der Aktivität der kleinen GTPase Rap1
abhängig ist [261]. Somit konnte hier gezeigt werden, dass die Inhibition der Dynamin2-
vermittelten Aktivierung von Rap1 keinen Effekt auf die Affinität von Integrinen hat,
Integrine hoher Affinität für ihre Liganden jedoch nicht alleinig ausreichend sind um eine
stabile Zelladhäsion zu vermitteln.
Wie bereits beschrieben, können Integrine neben ihrer Affinität auch über ihre Valenz,
also dem Clustering, in ihrer Aktivität reguliert werden. Dieser Mechanismus ist im Ver-
gleich zu der Affinitätsregulation jedoch wesentlich weniger gut verstanden [44]. Inter-
essanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit tatsächlich ein starker Einfluss von Dy-
namin2 auf die Integrin-Valenz nachgewiesen werden. In unstimulierten ruhenden CD4+
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T-Zellen in Suspension wurde eine massive Reduktion von vorgebildeten CD18-Clustern
auf der Oberfläche Dynasore-behandelter T-Zellen beobachtet (Abbildung 3.39). Auch
die durch aktivierende α-CD3/α-CD28-Antikörper stimulierte Entstehung einer großen
β2-Integrin-Akkumulation an der basalen Plasmamembran von auf ICAM-1 adhärenten
T-Zellen wurde durch die chemische Inhibition von Dynamin2 komplett gestoppt (Ab-
bildung 3.40). Diese Ergebnisse zeigen, dass Dynamin2 die Integrin-Valenz vor und nach
dem Kontakt mit Integrin-Liganden kontrolliert, was in einer postiven Rückkopplungs-
schleife resultieren könnte, da die hierbei beteiligten Kinasen der Src-Familie sowie FAK
und Pyk2 auch durch die outside-in Signalgebung von Integrinen aktiviert werden können
[262].
Zusätzlich konnte beobachtet werden, dass KIM185-gebundene β2-Integrine, welche sich
somit in einer Konformation hoher Affinität für ihre Liganden befanden, ebenfalls große
Cluster ausbildeten, welche in polarisierten T-Lymphozyten in den Uropod lokalisierten
(Abbildung 3.41). Diese Struktur am Hinterende polarisierter amöboider Zellen, welche
auch wichtige Funktionen in der Regulation der Adhäsion hat [263], wurde jedoch oh-
ne die Anwesenheit von funktionellem Dynamin2 in humanen T-Lymphozyten gar nicht
mehr ausgebildet (Abbildung 3.14). Zudem konnte gezeigt werden, dass auch das generelle
Clustering von KIM185-gebundenen β2-Integrinen von Dynamin2 abhängig war (Abbil-
dung 3.41). Dies könnte die Erklärung dafür sein, dass auch KIM185 in Dynasore behan-
delten Zellen keine stabile Zelladhäsion auslösen konnte, da der Antikörper nicht nur die
reine Bildung von Integrin-Epitopen hoher Affinität für ihre Liganden induziert, sondern
auch die Valenz der Integrine erhöht, und somit die Zelladhäsion vermittelt. Während
die Aktivierung der hohen Affinität mechanisch an der Zelloberfläche stattfindet, scheint
das Clustering von KIM185-gebundenem CD18 auf intrazelluläre Prozesse angewiesen zu
sein, welche die Integrin-Valenz regulieren. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden
konnte, wird eben diese Integrin-Valenz von Dynamin2 kontrolliert, was den gesamten
Prozess der Zelladhäsion von der großen GTPase abhängig macht. So reguliert Dynamin2
sehr wahrscheinlich über die Aktivierung von RapGEF-1 und somit auch Rap1 das Clus-
tering von Integrinen und damit die Adhäsion von T-Lymphozyten. Interessanterweise
wurde die RapGEF1-Rap1-Signalachse schon zuvor in der Kontrolle der T-Zelladhäsion
eben durch die Regulation der Integrin-Valenz impliziert [61]. Dass Dynamin2 eine essen-
tielle Rolle in der Formation von Integrin-Clustern hat spricht zudem abermals gegen eine
Beteiligung des F-Aktin-Zytoskeletts bei diesem Prozess. So wurde bereits beschrieben,
dass die De-Polymerisierung von F-Aktin zu einem spontanen Clustering von Integri-
nen führen kann, welche auf Grund des Verlusts der Verankerung am Zytoskelett eine
erhöhte Diffusion in der Plasmamembran aufweisen können [264]. Dass trotz des negati-
ven Effektes der chemischen Inhibition von Dynamin2 auf die F-Aktin-Polymerisierung
in Dynasore-behandelten T-Zellen der gegensätzliche Effekt eintritt, nämlich dass keine
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Integrin-Cluster mehr gebildet werden können, unterstreicht daher die essentielle und
F-Aktin-unabhängige Rolle von Dynamin2 in der Valenzregulation von Integrinen.
4.7 Fazit / Ausblick
Zusammengefasst sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit für eine wichtige und
grundlegende Funktion der großen GTPase Dynamin2 in der Integrin-vermittelten Adhä-
sion von humanen CD4+ T-Zellen, welche durch verschiedene externe Stimuli induziert
werden kann (Abbildung 4.2). Diese neue und hier erstmalig beschriebene Rolle des Pro-
teins scheint unabhängig von dessen etablierten Funktionen in Membrandynamik sowie
der Polymerisierung von F-Aktin zu sein. Vielmehr reguliert Dynamin2 die Adhäsion hu-
maner T-Lymphozyten über die Aktivierung der kleinen GTPase Rap1, welche wiederum
essentielle Funktionen in der Aktivierung von Integrinen hat. Dabei kontrolliert Dyna-
min2 die Aktivität von Rap1 sehr wahrscheinlich über die Organisation eines Signaltrans-
duktionskomplexes an der basalen Plasmamembran adhärenter T-Zellen (Abbildung 4.1).
Die große GTPase sorgt dabei für die Aktivierung der Tyrosinkinasen FAK und Pyk2,
welche im aktivierten Zustand einen Komplex mit Kinasen der Src-Familie (SFKs) sowie
Dynamin2 formen. Auch RapGEF1 wird in den Signaltransdutionskomplex rekrutiert,
eventuell über die an dem GEF assoziierten Adapterproteine Crk-L und Grb2, welche
ebenfalls Dynamin2 binden können. Innerhalb der Signalkomplexe phosphorylieren SFKs
dann RapGEF1 an Tyrosin504, was eine massive Erhöhung von dessen GEF-Aktvität ge-
genüber Rap1 zur Folge hat. RapGEF1 vermittelt schließlich den Austausch von GDP
zu GTP an Rap1, was die kleine GTPase aktiviert und mit entsprechenden Effektor-
proteinen interagieren lässt. Dies wirkt sich wiederum positiv auf die Aktivierung von
Integrinen und die T-Zellladhäsion aus. Interessanterweise zeigt die soeben beschriebene
Dynamin2-abhängige Signalgebung jedoch nur Einfluss auf die Integrin-Valenz, also die
Formation von Integrin-Clustern, welche essentiell für eine stabile Zelladhäsion sind. Im
Gegensatz dazu konnte jedoch kein Einfluss von Dynamin2 auf die Affinität einzelner
Integrin-Moleküle für ihre Liganden beobachtet werden, was dafür spricht, dass diese
durch eine Dynamin2-unabhängige Signalgebung reguliert wird.
Es ist interessant, dass sich die Dynamin2-abhängige Aktivierung von Rap1 anschei-
nend nur auf die Integrin-Valenz, jedoch nicht auf die Affinität der Zelladhäsionsmole-
küle für ihre Liganden auswirkt. Dies könnte dadurch zu erklären sein, dass Dynamin2-
abhängiges Rap1-GTP mit speziellen Effektoren interagiert, welche stärkeren Einfluss
auf die Integrin-Valenz als auf die Integrin-Affinität haben. Ein möglicher Kandidat
hierfür wäre RapL, welches stark in Lymphozyten exprimiert wird und, im Gegensatz
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Abbildung 4.2: Graphische Darstellung des Modells der Dynamin2- und Rap1-abhängigen
Integrin-vermittelten T-Zelladhäsion.
rung von T-Zellen beschrieben wurde [62, 64, 70]. Dies sind exakt die Prozesse, wel-
che in humanen T-Zellen ohne funktionellem Dynamin2 beeinträchtigt sind. Es würde
sich also anbieten, in zukünftigen Studien die Beteiligung von RapL bei der Dynamin2-
abhängigen Lymphozyten-Adhäsion und Integrin-Valenzregulation genauer zu untersu-
chen. Zudem birgt Dynamin2 durch seine spezifische Rolle innerhalb der Regulation der
Integrin-Aktivität auch großes Potential dazu beizutragen, die regulatorischen Mechanis-
men der Integrin-Valenz und -Affinität, welche in vielen Studien Hand in Hand gehen
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und oft schwer zu unterscheiden sind, in Zukunft auf molekularer Ebene besser trennen,
analysieren und verstehen zu können. Der genaue zellbiologische Vorgang des Dynamin2-
abhängigen Integrin-Clusterings selbst ist bisher jedoch nicht ausreichend geklärt worden
und erfordert weitere Experimente. So könnte beispielsweise mittels Einzelpartikelver-
folgung untersucht werden, ob Dynamin2 die laterale Diffusion von Integrin-Molekülen
innerhalb der Plasmamembran von T-Zellen beeinflussen kann, da diese zu der Bildung
von Integrin-Clustern beitragen kann und durch das auch in der vorliegenden Arbeit
häufig verwendete PMA stark erhöht wird [199].
Da in der vorliegenden Arbeit zwar vorzugsweise humane Primärzellen verwendet, aber
ausschließlich in vitro-Studien durchgeführt wurden, stellt sich die Frage nach der phy-
siologischen Relevanz der hier erhaltenen Ergebnisse. Interessanterweise wurde bereits
eine CD4-spezifische Dynamin2-Knockout-Maus generiert, welche in der Tat auch einen
Phänotyp bezüglich des systemischen Verteilungsmusters von Thymozyten und reifen
T-Zellen aufweist, welche nicht mehr effektiv aus lymphatischen Organen auswandern
können [130]. Obwohl die Autoren der Veröffentlichung diesen Phänotyp auf eine defekte
Sphingosin-1-phosphat induzierte Signalgebung zurückführen, wurde im Rahmen der Stu-
die der Beitrag sowie die Funktion von Integrinen in Dynamin2-defizienten T-Zellen nicht
analysiert. Es würde sich demnach anbieten, dieses Mausmodell oder auch die T-Zellen
dieser Maus im Hinblick auf den hier beschriebenen Mechanismus zu analysieren.
Während Integrin-vermittelte Adhäsion und Migration von Lymphozyten auf der einen
Seite extrem wichtig für die Homöostase und ein effektives Immunsystem sind, spielen
diese Prozesse auf der anderen Seite auch eine große Rolle bei Autoimmunerkrankungen,
wie der Multiplen Sklerose oder chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen wie Mor-
bus Crohn. So werden zur Behandlung der eben genannten Erkrankungen beispielsweise
monoklonale Antikörper eingesetzt, welche die Lymphozyten-Integrine α4β1 und α4β7
targetieren und somit in ihrer Funktion inhibieren [133]. Doch auch Proteine, welche
generell in der grundlegenden Regulation der Integrin-vermittelten Adhäsion impliziert
und gemeinsam als Integrin-Adhäsom bezeichnet werden, rücken mehr und mehr in den
Fokus der Therapeutika-Entwicklung [265]. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit er-
langten Erkenntnisse etablieren Dynamin2 nun im Integrin-Adhäsom von Lymphozyten
und könnten auf lange Frist dazu beitragen, neue Therapeutika für die Bekämpfung
von Autoimmunerkrankungen zu entwickeln. Zudem könnte der hier beschriebene Zu-
sammenhang von Dynamin2, Rap1 und Integrin-vermittelter Adhäsion auch in anderen
Prozessen eine wichtige Rolle spielen. So werden beispielsweise sowohl Dynamin2 als auch
Rap1 mit einer erhöhten Metastasierung bestimmter Krebstypen in Verbindung gebracht
[266, 267]. Es wäre somit durchaus denkbar, dass auch in bestimmten Krebszellen ein
funktionaler Zusammenhang zwischen Dynamin2 und Rap1 besteht, welcher therapeu-
tisch targetiert werden könnte, um die Integrin-vermittelte Migration und Invasion von
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Tumorzellen zu inhibieren. Dementsprechend gibt es bereits erste Studien, welche die
Möglichkeit des Einsatzes von spezifischen Inhibitoren für Dynamin2 im Rahmen dieses
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